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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva levandulovym esencidlnim olejem. Prvni ¢ast teoretické ¢asti
je vénovana samotné rostling, je zde popsan piedevsim jeji vyskyt, vzhled a vlastnosti. Dalsi
¢ast je zaméeiena obecné na esencialni oleje. Jsou zde uvedeny vlastnosti oleju a také metody,
kterymi se esencidlni oleje nejcastéji ziskavaji. Dale se tato ¢ast zabyva chemickym slozenim
esencialnich oleja, kde je popsana predev§im hlavni skupina latek, ze kterych se esencidlni
oleje skladaji. Touto hlavni skupinou jsou terpeny. Obvykle byvaji hlavni dvé nebo tii slozky
zastoupeny v pomérné vysokych koncentracich (20-70 %) ve srovnani s ostatnimi slozkami,
které jsou pfitomny pouze ve stopovych mnozstvich. Posledni kapitola teoretické casti je
vénovana analyze esencidlnich oleji. Identifikace jednotlivych slozek esencialnich oleji
a stanoveni jejich relativniho zastoupeni se obvykle provadi pomoci plynové chromatografie.
Nejcastéji ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem (GC-MS) a pomoci plynového
chromatografu vybaveného plamenovym ioniza¢nim detektorem (GC-FID). Dale jsou v této
kapitole uvedeny metody pro stanoveni biologickych vlastnosti esencidlnich olejl, konkrétné
se jedna o stanoveni antimikrobidlni a antioxidaéni aktivity. V experimentalni ¢asti prace je
zkouméan vliv pH vody na kvalitu esencialnich oleji ziskanych hydrodestilaci. Tato Cast je

také zaméfena na stanoveni antimikrobidlni aktivity vydestilovanych esencialnich oleji.
KLiCOVA SLOVA

esencidlni oleje, levandule, hydrodestilace, plynova chromatografie, terpeny, antimikrobialni

aktivita



TITLE
Effect of water pH on the quality of lavender oil obtained by hydrodistillation
ANNOTATION

This diploma thesis deals with lavender essential oil. The first part of the theoretical part is
focused on the plant itself. It describes mainly its occurrence, appearance and properties. The
next part is focused on essential oils in general. The properties of the oils are given here, as
well as the methods by which the essential oils are gradually obtained. Furthermore, this part
deals with the chemical composition of essential oils. The main group of substances of which
essential oils are composed is described here. Terpenes are the main group. Usually, the main
two or three components are present in different high concentrations (20-70%) compared to
other components, which are present only in trace amounts. The last chapter of the theoretical
part is devoted to the analysis of essential oils. The identification of the individual
components of the essential oils and the determination of their relative proportions are usually
carried out by gas chromatography. Most often in conjunction with a mass spectrometer
(GC-MS) and a gas chromatograph equipped with a flame ionization detector (GC-FID).
Furthermore, this chapter presents methods for determining the biological properties of
essential oils, specifically the determination of antimicrobial and antioxidant activity. The
experimental part of the work investigates the effect of water pH on the quality of essential
oils obtained by hydrodistillation. This part is also focused on determining the antimicrobial

activity of distilled essential oils.
KEYWORDS

essential oils, lavender, hydrodistillation, gas chromatography, terpenes, antimicrobial activity
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UvVoD

Levandule je silné aromaticky poloket, ktery patii do Celedi Lamiaceae a nachéazi vyuziti
v mnoha odvétvich. Tradi¢né se levandule vyuziva v bylinné medicin€ pro 1écbu riznych
koznich poruch, vcetné ran, popalenin a viedi. V dnesni dobé byva levandule péstovana
predevsim za Ucelem ziskdvani esencialniho oleje. Esencidlni oleje jsou smési piirodnich
tékavych sloucenin, maji charakteristickou vini a jsou klasifikovany jako sekundarni
metabolity rostlin. Tyto oleje je mozné extrahovat z riznych casti rostlinného materidlu
(kvéty, pupeny, semena, listy, vétvicky, kira, dfevo, plody nebo koteny). Esencidlni oleje
ziskané z levandule vykazuji silné protizanétlivé, antibakteridlni a antioxidacni vlastnosti.
Dale se vyuzivaji v kosmetickém pramyslu, pii vyrobé parfémii a své uplatnéni nachazi také
v aromaterapii nebo pii masazich. Diky rychlému pokroku v molekularni biologii a ptirodnich
védach se znalosti o esencialnich olejich, jejich syntéze a extrakci stale zvySuji. Roste také
zdjem o vyuzivani pfirodnich rostlinnych slou€enin, vcetné esencidlnich olejii v alternativni
medicing, klinické a Ilékarské mikrobiologii, fytopatologii, aromaterapii, farmacii
a farmakologii. Stejné tak se zvySuje zdjem o vyuzivani téchto olejii pro konzervaci potravin
a kosmetickych ptipravka. Kvalita oleje ziskaného z konkrétniho druhu rostliny je ovlivnéna
pfedevS§im tim, kde byla rostliny péstovana ajakym zplsobem byla zpracovana.
Nejpouzivanéj$i metody pro ziskdvani esencialnich olejii jsou hydrodestilace a destilace vodni

parou.

Tato diplomova prace se zabyva levandulovymi esencidlnimi oleji ziskanymi hydrodestilaci
pfi raznych hodnotach pH vody. Jejim cilem je pozorovani vlivu pH vody na kvalitu
ziskanych oleju. Identifikace jednotlivych slozek oleju je provedena plynovou chromatografii
ve spojeni shmotnostnim spektrometrem a ke stanoveni relativniho zastoupeni
identifikovanych slou€enin je pouZzita plynova chromatografie s plamenové ioniza¢nim
detektorem. U vydestilovanych esencidlnich oleju je testovana antimikrobidlni aktivita vici

gramnegativnim a grampozitivhim bakteriim.
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I TEORETICKA CAST

1 LEVANDULE

Levandule je cenna léCiva a aromatickd rostlina. Jméno levandule pochazi z latinského
slovesa lavo, lavare a znamena umyt nebo Cistit. Rod Lavandula zahrnuje 39 druhti a patii do
(Lavandula angustifolia) a levandule prostteni (Lavanda x intermedia). Oba druhy se péstuji

primarné za ucelem zisku esencialniho oleje. [1-4]

1.1 Vyskyt a péstovani rostliny

Levandule je polokef, ktery je svym vyskytem typicky pro podnebi Stfedozemniho mote.
Hojné se tedy vyskytuje napiiklad ve Francii, Spanélsku nebo v Italii. Roste ale také v mnoha
dalSich zemich po celém svété, vcetné Polska. Mezi nejvétsi producenty levandule patii
Bulharsko a Francie. Mezi dal§i vyznamné producenty patii Maroko, Madarsko, Italie,
Rusko, Rumunsko, Ukrajina a Turecko. Nejlépe roste na plném slunci s ochranou proti vétru.
Pti péstovani je dilezité dbat na to, aby nedoslo k okyseleni pudy nebo k vyskytu nadmérného
mnozstvi dusiku, protoZze to zplsobi nadmérny pfirtistek v zelenych castech rostliny
a souCasn¢ dojde ke snizeni tvorby kvétenstvi. Jednotlivé rostlinky levandule mohou byt
mnozeny generativné ze semen, vegetativné z fizki mékkého i tvrdého dieva nebo také
prostiednictvim tkanové kultury. Pravidelné stfihani ketli levandule napomaha stimulovani

rustu rostlin a podporuje tvorbu kvétenstvi. [2]

1.2 Popis rostliny

Levandule dortsta do vysky 40—-60 cm a tvoii kompaktni, pravidelné shluky. Spodni ¢ést
stonku je dfevitd, zatimco horni ¢ast je zelend. Levandule méa pfimé nebo kopinaté listy se
zvInénymi okraji. Listy maji stfibrozelenou barvu a jsou pokryty ochlupenim, které je chrani
pred silnym slunecnim zatenim, vétrem a nadmérnymi ztratami vody. Kvéty levandule rostou
v klasech, uspotddanych do kruhti (3—5 kvétt na kruh), v horni casti stonku. Typicky maji
svétle fialovou barvu, ackoli byly vyslechtény také odridy s bilymi a riZovymi kvéty. Obdobi
kvétu trva od Cervence do srpna. Sklizen by méla byt provadéna v suchych, slune¢nych
dnech. Kvéty by mély byt sbirdny pted otevienim, suseny ve svazcich na stinnych a dobfie
vétranych mistech. Levandule obsahuje esencialni olej, antokyany, fytosteroly, cukry,
mineraly, kyselinu kumarovou, kyselinu glykolovou, kyselinu valerovou, kyselinu ursolovou,

heparin, kumarin a taniny. [2; 5] Kefik levandule je k vidéni na Obrazku 1.
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Obrazek 1 Kefik levandule 1ékaiské

1.3 Vyuziti levandule

k 1é¢ebnym ucelim. Pouziti levandule je znamé jiz od starovéku. Rimané pouzivali rostlinu
levanduli jako prisadu do koupele a ve stiedovéku to byla jedna z nejcennéjSich aromatickych
rostlin vyuzivana pii vyrobé parfémi nebo mydel. Byla také vyuzivana jako piisada do
potravin nebo jako projimadlo. Levandule byva velmi ¢asto péstovana za ticelem ziskavani

esencialniho oleje. [1; 2; 6]

1.4 Levandulovy esencialni olej
Rostlina je zvlasté cenéna pro své esencidlni oleje. Esencidlni olej je v levanduli ulozen
ve zlazovych chloupcich, které jsou rozloZzeny v nadzemnich c¢astech rostlin, zejména

v kvétech. Olej se ze zlazovych chloupkl snadno uvolituje béhem destilace. [6; 7]
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Vedle levandule 1ékatské se k ziskdvani esencialnich oleji vyuziva také levandule prostfedni
neboli lavandin. Lavandin je hybrid, ktery vznikl kiiZzenim levandule lékaiské a levandule
Sirokolisté (Lavandula latifolia). Tato aromatickd a 1éCiva rostlina patii taktéz do celedi
Lamiaceae. Esencialni olej z lavandinu lze vyuzit jako vini levandule pro kosmetiku, jemné
parfémy, Sampony nebo napt. jako ptidavek do Cisticich prostiedkii. Dale 1ze esencidlni olej
zlavandinu vyuzit ve fytoterapii a aromaterapii, kde jsou vyuzivany jeho hojivé

a protizanétlivé vlastnosti. [8]

Ackoli odridy lavandinu produkuji vice esencidlniho oleje nez odridy levandule, ma
levandulovy esenciélni olej vyssi cenu a vyssi kvalitu. Kritéria pro stanoveni kvality téchto
oleju jsou mnozstvi kafru, linaloolu a linalyl acetatu. Linalyl acetat byva obvykle zastoupen
ve veétsi mife pravé v levandulovém esencialnim oleji. Pro levanduli 1ékaiskou musi byt obsah
kafru niz8i nez 0,5 %. Oleje, u kterych je linalyl acetat zastoupen ve vyS$$im mnoZstvi nez
linalool, jsou povazovany za oleje nejvyssi kvality. Lavandinového oleje se vSak ve svété
vyrabi vice nez oleje levandulového (asi 1000 tun ro¢né€) a to predevSim diky jeho vysoké
hodnoté vytéznosti pii ziskavani esencialniho oleje. Lavandinovy esencidlni olej se bézné
misi s levandulovym nebo jinymi komerénimi esencidlnimi oleji, aby doSlo k vytvofeni
pfijemné viné. V esencidlnich olejich ziskanych z levandule a lavandinu byvaji

identifikovany stejné slouceniny, ale v riznych pomérech. [6; 7]
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2 ESENCIALNI OLEJE

Ptirodni esencialni oleje jsou t€kavé vonné oleje, které se ziskavaji z rostlin. Nachazeji se ve
specidlnich buiikéch, zlazach nebo kanalcich v rGznych castech rostlin, jako jsou listy, ktra,
kotfeny, kvéty nebo plody. Esencialni oleje se mohou nachdzet pouze v jedné nebo
1 v nékolika Castech rostliny. VétSinou jsou piitomny v malém mnoZzstvi a tvoii jen nepatrnou
¢ast celého rostlinného materialu. Obsah esencidlniho oleje obvykle tvoii 1-3 % hmotnosti
rostliny. Oleje se v rostling tvoii béhem urcitych metabolickych procest a jsou vylucovany
jako vedlejsi produkty. V zivych rostlinach mohou byt esencidlni oleje pritomny jako volné,
ale mohou se vyskytovat i jako slouCeniny, které nemaji zadnou viini. Tyto slouCeniny se
nazyvaji glykosidy. Pfi maceraci rostlinné tkdn¢ ve vodé nastane enzymaticka reakce, ktera
zpisobi, ze glykosidy podstoupi chemickou zménu. Tato akce uvolni charakteristicky
esencialni olej. Pravé esencidlni oleje obsazené v bylinkach jsou zodpovédné za jejich

charakteristické viné. [9; 10]
Esencialni oleje 1ze rozd¢lit do dvou hlavnich kategorii:

e Velkoobjemové oleje, které se obvykle ziskéavaji destilaci z listového materialu, jako
je citronova trava, citronella nebo skotficové listy. Déle se ve velkych mnozstvich
ziskavaji také citronové, limetové a pomerancové oleje.

e Oleje malého objemu, které se nejcastéji ziskavaji z plodli, semen, pupentl a v mensi
mife z kvétl. Mezi tyto oleje patii napiiklad esencidlni olej z hfebicku, muSkatového

ofiSku a koriandru nebo také kvétinové oleje. [9]

2.1 Vlastnosti esencialnich oleji

Esencialni oleje jsou obecné rozpustné v organickych rozpoustédlech, které maji nizsi hustotu
nez voda — napt. v alkoholu nebo etheru a hustych olejich. Ve vod¢ jsou téméf nerozpustné.
Ve vétsing pripadi byvaji esencidlni oleje tekuté a pti pokojové teploté bezbarvé. Kazdy olej
ma svou charakteristickou vini. V pfirod¢ hraji esenciadlni oleje dulezitou roli v ochrané
rostlin. Pasobi jako antivirotika, antimykotika, insekticidy, chrani proti bakteriim a také
rostliny ochranuji pfed bylozravci. Dale mohou pftilakat hmyz, ktery podpoii rozptyleni pylu a

semen. [9—11]

2.2 Ziskavani esencialnich oleju
Jednim z velmi dilezitych krokd pii ziskavani esencialnich oleji je sklizeni rostlinného

materidlu. Obsah esencidlniho oleje se béhem vyvoje rostliny, a dokonce i béhem dne zna¢né
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lisi. Pokud je rostlina sklizena ve Spatnou dobu, muze byt vytézek oleje nebo jeho kvalita
vyrazné snizena. Esencialni oleje jsou obvykle obsazeny v olejovych zlazach nebo zilkach,
které jsou kiehké. Spatna manipulace miZe tyto struktury narusit a tim dojde k uvolnéni

esencialniho oleje, tudiz ke ztratdm na vytéznosti. [9]

Pro ziskavani esencialniho oleje z rostlinného materialu se vyuzivaji rtizné ¢asti rostlin, které

byvaji Cerstvé, nebo uplné (piipadné castecné) vysusené:

o kvéty — z kvéti se ziskava naptiklad levandulovy nebo rizovy esencialni olej,

e listy — mezi oleje ziskdvané z lista patii esencidlni olej z eukalyptu, maty, tymianu,
bobkového listu nebo z salvéje,

e oddenky — esencialni olej ziskany ze zazvoru nebo puskvorce obecného,

e semena — koriandrovy se kminovy esencialni olej,

¢ plody — fenyklovy, anyzovy esencialni olej a esencidlni oleje z citrust,

e dfevo a kiira — oleje ze skofice, santalového nebo rizového dreva. [11]

Nékteré materidly, zejména kvétiny, by mély byt destilovany co nejdiive po sklizni. Mnoho
bylin se pfed zpracovanim nechavd vadnout nebo se su$i tésné pred zpracovanim. Dalsi
materialy, jako je kira, semena a kofeny, Ize susit a skladovat n¢kolik mésicti pfed samotnym
procesem ziskavani esencialniho oleje. SuSenim ale mize dochazet ke ztrat€ oleje, proto je
nutné béhem procesu dodrZovat urcité pokyny, mezi které 1ze zatadit pouzivani nizkych teplot
suSeni. Naptiklad pokud nechame listy rostliny susit ve stinu nebo alespon v ¢aste€ném stinu,
bude ztrata oleje nizsi, nezZ kdyZ nechame listy suSit na pfimém slunci. Pfi suSeni by nikdy
nem¢l byt rostlinny material hromadén v silnych vrstvach, protoZze by suSeni neprobihalo
spravnym zplsobem a navic by mohlo dojit k podpofeni procesu fermentace. Dale je dlleZité,
aby byl material vysuSen na dostate¢n¢ nizky obsah vlhkosti, aby doSlo k zabranéni ristu

plisni. [9; 12—14]

2.2.1 Metody vyuZzivané pro ziskavani esencialniho oleje

Metody vyuzivané pro ziskani esencialnich olejii 1ze rozd¢€lit do dvou kategorii — tradi¢ni
a inovativni. Tradi¢ni metody zahrnuji napt. hydrodestilaci nebo destilaci vodni parou. Tyto
dvé techniky patii zarovenl k nejcastéji pouzivanym metodam pro ziskavani esencialnich
olejii. Nejstar$i zdznamy o destilaci za G€elem ziskavani esencidlnich olejii pochazeji z oblasti
Egypta a Indie a jsou datovany do doby pied vice nez 2000 lety. Mezi inovativni metody je

mozné zatfadit mikrovinnou destilaci a extrakci nadkritickou tekutinou. Vyzkum novych
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technologii vedl ke vzniku efektivnéjSich extrak¢nich procest, pifi kterych doslo ke zkraceni
doby extrakce, ke sniZeni spotieby energie, zlepSeni kvality esencidlnich olejii a také ke
zvyseni vytézku extrakce. Pro ziskdvani esencialnich olejli v komerénim méfitku se ale stale
nejvice vyuzivaji tradicni metody vyroby, a to hlavné z divodu pouziti jednoduchych
a nenakladnych zafizeni. Inovativni metody nebyvaji Siroce pouzivany pro komercni vyrobu
esencialnich oleji, ale v urcitych situacich jsou povazovany za velmi cenné. Mezi tyto situace

se fadi naptiklad extrakce esencialnich oleji pro mikroanalyzu. [6; 9; 12; 14]

Diulezitym krokem pii destilaci esenciadlnich oleji je také oddéleni samotného esencialniho
oleje od tzv. hydrolatu, coz je vodna faze oddélujici se v separatoru bezprostiedné po
destilaci. Toto je velmi dulezity proces, protoze dochdzi ke zpracovani velmi malého
mnozstvi olejl, které maji vysoké hodnoty. Vétsina ziskanych esencialnich oleju je lehci nez
voda, atudiz plavou na jejim povrchu. Nékteré oleje vSak maji vySs$i hustotu nez voda
a klesaji ke dnu. Pokud je voda po odd¢leni zakalend, méla by byt vracena do destila¢ni
jednotky a znovu destilovana. Ziskany olej by mél byt skladovan v nddobach z hnédého skla,
které budou té€sn¢ uzaviené, a nad hladinou oleje by mél byt pouze minimalni prostor, aby se

zamezilo reakci se vzdusnym kyslikem a nasledné zmén¢€ vonnych vlastnosti olejii. [9]

2.2.1.1 Hydrodestilace

Hydrodestilace je nejjednodussi a nejstarSi metoda, ktera se vyuziva pro ziskavéani
esencidlnich oleji. Pro hydrodestilaci se v laboratornim métitku obvykle vyuZiva aparatura
typu Clevenger, ktera je zobrazena na Obrazku 2. Do destila¢ni banky se vklada rostlinny
materidl, ktery chceme destilovat, a také voda a celek se pfivede k varu. Material, ze kterého
destilujeme esencidlni olej, tedy pfichdzi do pifimého kontaktu s vrouci vodou. Princip
extrakce je pfi hydrodestilaci zaloZen na principu azeotropické destilace. Pfi atmosférickém
tlaku a b&hem procesu extrakce (pii zahtivani) tvoifi molekuly vody a esencidlniho oleje
heterogenni smés, ktera ma teplotu varu kolem 100 °C. Samotné slozky esencidlniho oleje
maji teplotu varu mnohem vyssi. Smés esencidlniho oleje a vody se destiluje soucasné, jako
by se jednalo o jednu slouceninu. Toto se oznacuje jako kodestilace v pfitomnosti vodnich
par. Voda je s vétSinou terpenovych slozek esencidlniho oleje nemisitelna, coz je velkou
vyhodou, protoze ji 1ze po kondenzaci snadno od esencidlniho oleje oddélit prostou dekantaci.
Tato metoda je vhodnad pro ziskdvani esencialnich oleji z okvétnich listki a kvéth.
Hydrodestilace mé vsak i nékolik nevyhod. Mezi ty se fadi dlouh4 doba extrakce (3—6 hodin,
pro listky rizi 1 24 hodin) nebo chemické zmény néekterych latek, ke kterym muize dojit pii

dlouhotrvajicim kontaktu s vrouci vodou (napt. hydrolyza). I pfes jisté nevyhody se tato
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metoda stale pouzivd i v primyslovém méfitku, protoZze neni potfeba Zzadného drahého

l

v

Obrazek 2 Laboratorni destila¢ni aparatura typu Clevenger [15]

zafizeni a také diky jeji selektivité. [12]

Kiran Babu a Bikram Singh [16] popisuji nedostatky hydrodestilace pii ziskavani
esencidlnich oleji. Hydrodestilace zplsobuje degradaci termolabilnich sloucenin a hydrolyzu
sloucenin citlivych na vodu. Béhem hydrodestilace se estery pfitomné v esencidlnim oleji
obecné hydrolyzuji uvoliovanim H' iontli z vody. V pfitomnosti vody, pfiblizn& pii jejim
bodu varu, estery hydrolyzuji na odpovidajici kyseliny a alkoholy. Linalyl acetat tedy
hydrolyzuje za vzniku linaloolu, ktery se pifi hydrodestilaci transformuje na a-terpineol
(Obrazek 3). Linalyl acetat mize také béhem destilace hydrolyzovat za vzniku terpinolenu
prostiednictvim a-terpinylového a terpinen-4-ylového kationtu. Nasledné¢ mohou hydrataci
vznikat a-terpineol a eukalyptol, jak je naznaeno na Obrazku 4. Béhem hydrodestilace
kyselé podminky (pH 5,5-6,5) podporuji rozklad linalyl acetatu a linaloolu. Linalyl acetat
muze byt také preménén allylovym pfesmykem na geranyl acetat a neryl acetat a eliminaci na
acyklické monoterpenové uhlovodiky, jako jsou myrcen, cis- a trans-ocimen. Schéma tohoto
pfesmyku je zobrazeno na Obrazku 5. Na Obrazku 6 je ukidzano schéma pro termalni

degradaci linalyl acetatu beéhem které dochdzi ke vzniku geraniolu, nerolu a linaloolu. [16]
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Obrazek 3 Schéma hydrolyzy linalyl acetatu [16]
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Obrazek 4 Schéma hydrolyzy linalyl acetatu [16]
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Obrazek 5 Presmyk linalyl acetatu béhem destilace [16]
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Obrazek 6 Termalni degradace linalyl acetatu [16]

26



2.2.1.2 Destilace vodni parou

Destilace vodni parou je metoda destilace, kterd je vhodné predevsim pro destilaci sloucenin,
které jsou citlivé na teplo. Mnoho organickych sloucenin mé tendenci se rozkladat pfi stalych
vysokych teplotach. Oddéleni takovychto latek hydrodestilaci by mohlo vést k jejich ztratam,
proto se vyuziva destilace vodni parou. Pfi tomto typu destilace tedy ptichdzi materidl do
kontaktu pouze s vodni parou, nikoliv pfimo s vrouci vodou, jak je tomu pii hydrodestilaci.
Péara je generovana oddélené mimo destila¢ni zafizeni. Vyhodou je, Ze mnozstvi pary lze
snadno regulovat, a také to, ze pii generovani pary mimo destilacni zafizeni se rostlinny
material nezahtiva na teplotu vyssi nez 100 °C, v dusledku ¢ehoz by nemél podléhat tepelné
degradaci. Tato metoda vyuziva toho, Ze latka, kterou chceme izolovat, ma pii teploté varu
vody urc€itou tenzi par. Té odpovidé také obsah izolované latky v parach nad kapalinou. Pary
této slozky jsou odstraiiovany proudem vodni pary, ¢imz dojde k urychleni vypafovani
slozky, kterou izolujeme. Smés par se ochladi pfi prichodu chladi¢em a dojde ke kondenzaci.
[9; 14] Aparatura vyuzivand pro destilaci vodni parou v laboratofich je zobrazena na

Obrazku 7 a na Obrazku 8 je k vidéni aparatura vyuZivana v primyslu.
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Obrazek 7 Laboratorni aparatura pro destilaci vodni parou [17]
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Obrazek 8 Aparatura pro destilaci vodni parou vyuzivana v prumyslu [18]

2.2.1.3 Mikrovinna asistovana hydrodestilace

Pfi mikrovinné asistované hydrodestilaci (MAHD) je k ziskdvani esencidlnich oleji
vyuzivana schopnost mikrovinného zéfeni G¢inné zahtivat pevny materidl. Rostlinny materidl
je ozafovan pomoci mikrovln. Uginnost mikrovlnné asistované hydrodestilace je silné zavisla
na dielektrické konstanté vody a matrice. Mikrovinny ohiev zpisobuje rychlé dodéani energie
k celkovému objemu rozpoustédla/vzorku, coz vede k rychlému narastu teploty. Teplo vznika
molekularnimi pohyby uvnitt polarnich nebo iontovych komponent. Jakmile tlak uvnitt zlazy
presahne urcitou hodnotu, dojde k narusSeni vnéjSich bunéénych stén a v disledku toho se
esencidlni oleje uvolni do prostfedi. Od tohoto okamziku jsou esencialni oleje odvadény
vodni parou, dochdzi ke zkapalnéni v kondenzatoru a nésledné ke shromazd'ovani v jimaci
baiice. Diky rozdilné hustoté a také diky vzajemné nemisitelnosti Ize vodu a esencidlni olej od
sebe snadno oddé¢lit. Timto procesem se ziskavaji esencialni oleje, které ve srovnani
s hydrodestilaci obsahuji relativné malo tékavych slozek. Naptiklad v koriandrovém oleji,
ziskaném pomoci MAHD, vzrostlo procento kyseliny myristové a kyseliny palmitové,
zatimco mnozstvi linaloolu pokleslo ve srovnani s olejem ziskanym pomoci hydrodestilace.
Tato zména byla pravdépodobné zpisobena Spatnou stabilitou linaloolu. Koprovy olej
ziskany touto metodou ve srovnani s olejem ziskanym hydrodestilaci obsahoval vétsi
mnozstvi slou€enin s vyS$§imi teplotami varu a menSi mnoZstvi sloucenin s niz§i stabilitou.

Tyto informace naznacuji, Ze mikrovinnd asistovana hydrodestilace je vhodna pro extrakci
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stabilnich slozek s vysokou teplotou varu, zatimco neni pfili§ vhodnd pro nestabilni

slouceniny. [14; 19]

2.2.1.4 Macerace

Obecny proces macerace spociva v umisténi vhodné upraveného rostlinného materialu do
uzaviené nadobky a piidani vybraného rozpoustédla. Uzaviend nadobka se vyuziva
k zabranéni odpatrovani rozpoustédla béhem procesu extrakce. Proces probiha pii pokojové
teploté. Rostlinny materidl se nechd v daném rozpoustédle louzit tak dlouho, dokud nedojde
k vylouzeni rozpustnych slozek do rozpoustédla. Doba macerace je dlouhd, obvykle trva
nekolik dni a lze ji vyrazné urychlit michanim. Systém je az na obCasné michani staticky,
extrakce tedy funguje na principu molekularni difuze, kterd je velmi pomala. Prilezitostné
protfepani napomahd difuzi a také zajiStuje rozptyleni koncentrovaného roztoku
akumulujiciho se kolem povrchu castic, ¢imz se dostdva cerstvé rozpoustédlo k povrchu

Castic pro dalsi extrakci. [14]

2.2.1.5 Extrakce nadkritickou tekutinou

Extrakce nadkritickou tekutinou (SFE) je proces, pii kterém dochazi k oddélovani jedné
slozky (extraktant) od ostatnich (matrice) za pouziti superkritickych kapalin jako extrakéniho
rozpoustédla. Superkriticka tekutina je jakdkoliv latka pii teploté a tlaku nad jeji kritickou
hodnotu. Takovato tekutina mize difundovat pevnymi latkami jako plyn a rozpoustét
materidly jako kapalina. Tento typ extrakce se obvykle vyuziva pro extrakci z pevné matrice.
Miize byt ale pouzita i pro kapaliny. Nejcasteji se jako extrakéni rozpoustédlo vyuziva oxid
uhli¢ity — CO», ktery je vhodny pro extrakci rostlinnych slozek, protoZze nezanechava zZadné
toxické zbytky. Oxid uhli¢ity plsobi jako nepolarni rozpoustédlo, je také moZné ho
modifikovat ptidavkem riznych rozpoustédel — napf. pfidavkem etanolu, ¢imz dochazi
k tprave solvatacnich vlastnosti. CO2 je navic nehoflavy, bez zapachu, dale je inertni a levny.
Podminky extrakce pro oxid uhli€ity jsou nad kritickou teplotou 31 °C a kritickym tlakem 74
bar. Mezi dalsi extrakéni rozpoustédla patii napiiklad voda, metanol, etanol nebo aceton. [20]

Schéma aparatury vyuZzivané pro tento typ extrakce je zobrazeno na Obrazku 9.
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Obrazek 9 Schéma aparatury vyuzivané pro extrakci nadkritickou tekutinou [20]

2.2.1.6 Extrakce tuhou fazi

Extrakce tuhou fazi (SPE) je zalozena na rozdélovani analytu mezi pevnou fazi, kterou je
obvykle sorbent umistény v extrakéni kolonce, a kapalnou fazi, kterou je matrice vzorku nebo
rozpoustédlo s analyty. V dusledku adsorpce nebo penetrace molekul se nastavi rovnovaha
a analyty ulpivaji na sorbentu. Desorpce sloucenin zachycenych na sorbentu se provadi
proudem vhodného kapalného rozpoustédla nebo jinymi pokrocilejsimi technikami, jako je
napf. proud nadkritické tekutiny. Tato technika se pouziva jak k zakoncentrovani cilovych
slou€enin, tak i1 ptecisténi vzorkl od nezddoucich piimési, piicemz oboji se d& kombinovat

v jednom extrakénim kroku. [21]

2.2.1.7 Mikroextrakce tuhou fazi

Mikroextrakce tuhou fazi (SPME) byla poprvé predstavena Pawliszynem a spol. Jedna se
o modifikaci SPE. Zahrnuje vstfebavani analytu ze vzorku na modifikovany pevny podklad.
Analyt se poté desorbuje plsobenim tepla nebo pouZzitim vhodného rozpoustédla. Mezi
vyhody této techniky se fadi to, Ze redukuje pouziti Cistych organickych rozpoustédel, ¢imz se
snizi laboratorni naklady. Také podstatné zkracuje dobu extrakce a umoznuje automatizaci
postupu pii pfipravé vzorku. Vyznamnymi znaky této metody jsou jednoduchost, relativné
nizké pofizovaci a provozni naklady, dale rychlost a také selektivita a citlivost ve spojeni
s vhodnou detek¢ni technikou. Tato technika mé i své nevyhody, mezi které se fadi naptiklad
kiehkost vlakna. Samotné extrakce muze probihat bud’ v parnim prostoru vialky, nebo mize

byt vlakno pfimo ponotfeno do roztoku vzorku, miize probihat ve velkém teplotnim rozmezi —
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od pokojové teploty az po cca 250 °C (zélezi na vlastnostech pouzitého sorbentu) po dobu od
jednotek minut az do nékolika desitek minut. Ve specialnich pifipadech mulze extrakce

probihat az v fadu hodin. [22-24]

2.3 Vyuziti esencialnich oleji

O tekavé oleje byl historicky vzdy velky zajem. Mnoho civilizaci pouzivalo tékavé oleje
a vonn¢é latky k mnoha riznym uceltim, ale nékteré z ptivodnich pouziti esencidlnich oleji jiz
v prib¢hu c¢asu vymizely. Starovéci Egyptané vyuzivali esencialni oleje v parfumerii,
medicin€, a dokonce pfi piipravé tél a organi na mumifikaci. Dale také vyuzivali esencidlni
oleje jako konzervanty potravin. Béhem obdobi renesance se pouzivani esencidlnich oleju
v parfémovych a kosmetickych vyrobcich rozs$ifilo do svéta. Bylo také prokazano, ze
esencialni oleje maji antimikrobidlni, antioxida¢ni a antifungélni vlastnosti. Jejich soucasné
pouziti v potravinach je vSak omezené, protoze k dosazeni dostatecné antimikrobialni aktivity
je potieba vysokych koncentraci, které by ale negativné ovlivnily organoleptické vlastnosti
potravin. V moderni spolecnosti jsou pro pouziti jako insekticidy, konzervanty potravin
a antibakteridlni ¢inidla vyvijeny Cisté chemikalie. Tyto praktické funkce esencidlnich olej

byly tedy v priibéhu ¢asu zcela nahrazeny primyslovymi vyrobky. [13; 25; 26]

Esencialni oleje jsou také vyuzivany v aromaterapii. Aromaterapie je formou doplitkové
a alternativni mediciny, kterd vyuziva rostlinné esencidlni oleje ovliviiujici naladu nebo zdravi
pacienta. K ulevé od deprese a uzkosti se vyuzivaji riizné esencialni oleje — napft. rizovy,
Salvéjovy, hefméankovy nebo levandulovy, coz je jeden z klicovych oleji vyuzivanych pti
aromaterapii. Vyuziva se pifi aromaterapeutické 1é¢b€ tuzkosti, kolisavych stavli néalady
a pocitli emo¢ni nestability. Bylo prokdzano, Ze zlepSuje néaladu, snizuje Uzkost a depresi.
Déle bylo zjisténo, ze levandulova aromaterapie ma nejen relaxacni Gcinky, ale také snizuje

hladinu kortizolu v krevnim séru a zlepSuje rychlost koronalniho toku. [27]

2.3.1 Vyuziti levandulového esencialniho oleje

Esencidlni olej ziskany z levandule je v dnes$ni dobé¢ stale stejné populdrni, jak tomu bylo pted
staletimi. Dilkazy o vyuZivani esencialniho levandulového oleje sahaji az ke starym Rektim
a Rimantim, ktefi ho vyuzivali jako terapeutické ¢inidlo. Je potvrzeno, Ze aromatické rostliny
obsahuji znacné mnoZstvi bioaktivnich slozek (terpenické latky, polyfenoly a kumariny). Bylo
prokazano, Ze tyto slozky levandulového esencidlniho oleje maji uzitecné biologické
a farmakologické vlastnosti, jako je cytotoxicita, antiseptické, protizanétlivé a analgetické

vlastnosti. Hojné¢ se levandulovy esencidlni olej vyuzivd pfedevSim v kosmetickém
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a parfémovém pramyslu. Vzhledem k rozsdhlému farmaceutickému a kosmetickému vyuziti
rostlin rodu Lavandula dosahla celosvétova produkce levandulového esencialniho oleje 200
tun ro¢n¢. Levandulovy esencidlni olej se vyuziva také v potravinarském pramyslu za ucelem
aromatizace napojut, zmrzliny, sladkosti, pecCiva a zvykacek. Ma také inhibi¢ni U¢inky na
mikroorganismy a zabranuji kazeni potravin. Déle olej ziskany z levandule vykazuje silné

antioxidac¢ni vlastnosti, 1ze ho tedy vyuzit jako G€innou antioxida¢ni slouceninu. [2; 6; 28]

2.3.1.1 Antimikrobialni vlastnosti

Bylo prokazano, ze levandulovy esencidlni olej je aktivni proti mnoha druhtim bakterii,
vcetné téch rezistentnich na antibiotika, jako je methicilin rezistentni Staphylococcus aureus
ana vankomycin rezistentni Enterococcus. Dale byla také dokazana dobra antibakteridlni
aktivita proti dalS$im bakteriim vcetné Streptococcus pyogenes, Enterobacter aerogenes,
Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter freundii, Proteus vulgarit, Escherichia coli, Shigella

sonnei a Propionibacterium acnes. [29]

2.3.1.2 Vyuziti v zemédélstvi

Levandulovy esencidlni olej miZe byt také Siroce pouZivany v zemédé€lstvi. Olej se pouziva
za ucelem likvidace rostlinnych patogend, jako jsou Botrytis cinerea (plisen $edd) nebo
Rhizopus stolonifer. Vedle toho ma olej také herbicidni vlastnosti a esencialni olej z levandule
I¢kaiské nabizi alternativu k syntetickému herbicidu, protoze inhibuje kliceni Xanthium
strumarium L. (fepett durkoman), Avena sterilis L. (oves jalovy) a Phalaris brachystachys L.

(chrastice rakosovita). [6]

2.4 Chemické sloZeni

Esencialni oleje jsou velmi sloZité pfirodni smési, které mohou obsahovat az n¢kolik desitek
slozek. Jednotlivé slozky byvaji v olejich zastoupeny ve zcela odliSnych koncentracich.
Obvykle byvaji hlavni dvé nebo tii slozky zastoupeny v pomérné vysokych koncentracich
(2070 %) ve srovnani s ostatnimi slozkami, které jsou pfitomny pouze ve stopovych
mnozstvich. Napftiklad carvacrol (30 %) a thymol (27 %) jsou hlavni slozky oleje ziskaného
z bylinky dobromysl obecnd, linalol (68 %) je hlavni sloZka esencidlniho oleje z koriandru
seté¢ho a menthol (59 %) a menthon (19 %) jsou hlavni slozky zastoupené v oleji maty peprné.
Obecné plati, Zze hlavni slozky, které jsou v oleji vnejvyS§im zastoupeni, urcuji jeho
biologické vlastnosti. Hlavni skupinu latek, ze kterych se esencidlni oleje skladaji, tvofi
terpeny a dal$i aromatické a alifatické slouCeniny vyznacujici se nizkou molekulovou

hmotnosti. [10; 11]
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Zatimco jedna sloucenina sama o sobé mize mit nepiijemny zapach, vétSina esencialnich
olejii méa pfijemnou vini charakteristickou pro danou konkrétni rostlinu, kterd je tvofena
kombinaci az stovek sloucenin. Naptiklad methylbutyrat je spojovan s ovocnou vuni jablek
a ananasu. Benzaldehyd je spojen s mandlemi. Cinnamaldehyd, jak jiz nazev napovida, je
spojen s viini skofice. Menton je jednou z nékolika sloucenin, které jsou spojeny s matovou
vini. Ovocné aromatické tony zpusobuje nerolidol, kvétinové linalool, citrusové limonen

a bylinné selinen. [11; 30]

2.4.1 Terpeny

Terpeny tvoii strukturné a funkcéné odlisné tfidy. Strukturni zaklad téchto latek je tvotfeny
molekulou isoprenu (C5). Hlavnimi terpeny jsou monoterpeny (C10) a seskviterpeny (C15).
Existuji ale také hemiterpeny (C5), diterpeny (C20), triterpeny (C30) a tetraterpeny (C40).
Terpeny se vyskytuji také ve formé kyslikatych derivatl, mezi které lze zaradit napf.
alkoholy, aldehydy, ketony, karboxylové kyseliny, estery a glykosidy. [10; 31; 32]
V teoretické Casti této prace je termin terpen vyuzivan pro oznaceni uhlovodikl 1 jejich

kyslikatych derivatt, stejné tak je tomu i v ptipadé monoterpenti a seskviterpend.

V rostlinnych materidlech se terpeny vyskytuji jak volné, tak i ve vdzané formé. Volné
terpeny jsou velmi tékavé latky, které jsou snadno identifikovatelné a snadno se ziskavaji
z rostlinného materialu destilaci jako tzv. rostlinné silice. Aromatické latky, které se
v materidlu nachdzeji ve vazané formé, neni mozné senzoricky identifikovat, protoze nejsou
senzoricky aktivni. Vyskytuji se v podobé nearomatickych prekurzort. Vyskyt aromatickych
latek ve vazané formé je typicky napf. pro bobule vinné révy, ve kterych se nejCastéji
vyskytuji ve formé glykosidi — latek vazanych na cukr (terpeny, norisoprenoidy), slouc¢enin
s aminokyselinami cysteinu a glutationu (vonné thioly) nebo ve formé karotenoidu. JestliZe se
molekula, na kterou je aromaticka latka vazana, odstepi, aromaticka latka se uvolni, a tim se
stane senzoricky aktivni. K odstépovani dochazi napft. pti hydrolyze v kyselém prostiedi nebo

enzymatickou hydrolyzou. [10; 33-35]

V ptipadé kyselé hydrolyzy se na vzorek pisobi pomoci anorganické kyseliny. Ve vétSing
ptipadd se vyuziva kyselina chlorovodikova nebo kyselina sirovd. Vzorek je zahtfivan pod
zpétnym chladi¢em pfi teploté varu anorganické kyseliny nebo mize kysela hydrolyza také
probihat ve vodni 1azni. Casy hydrolyzy se pohybuji od 30 minut do 1 hodiny. Enzymaticka
hydrolyza je méné rozsifenou technikou. Z enzymil se nejCastcji vyuzivaji pektindzy, celulazy

a amylazy. [36; 37]
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M. Dziadas a H. H. Jelén [38] ve své praci popisuji vyuziti kyselé a enzymatické hydrolyzy
pro uvolnéni vazanych aromatickych latek v hroznové stavée, ktera byla ziskdna lisovanim
hroznt. Ke kazdé hydrolyze bylo vyuzito 100 ml st'avy, ke které byl pied hydrolyzou piidan
vnitini standard (geranyl-S-D-glukopyranosid). Kyseld hydrolyza byla provadéna po dobu
1 hodiny pfi 100 °C a enzymatickd po dobu 21 hodin pii 40 °C. Pii enzymatické hydrolyze
byl hlavni detekovanou slouceninou geraniol. Pfi kysel¢ hydrolyze byla dominantni
slouceninou a-terpineol nasledovany linaloolem. Po kyselé hydrolyze bylo detekovéano

celkem 1761 pg terpenti ve srovnani s 672 pg po enzymatické hydrolyze. [38]

Yu Yang a kol. [39] se ve svém c¢lanku vénuji extrakci vazanych terpenovych sloucenin
z hroznti a vina. Pfi extrakci aromatickych glykosid z hroznt byly vyuzity hroznové bobule,
ze kterych byly odstranény slupky. Slupky byly nasledné extrahovany v methanolu, ziskany
extrakt byl poté precistén pomoci SPE. Vznikly roztok byl enzymaticky hydrolyzovan na
vodni 14azni pti 40 °C po dobu 16 hodin a poté analyzovan pomoci SPME-GC-MS. Celkem
bylo v hroznech a vinech zjisténo 17 terpenovych glykosidd, jejich obsah se pohyboval od
804 do 836 pg/kg v hroznech a od 155 do 192 pg/l ve viné. Slouceninou detekovanou

v nejvyssim mnozstvi byl linalool, nasledovany hotrienolem a geranylacetonem. [39]

2.4.1.1 Monoterpeny

Monoterpeny jsou tvofeny spojenim dvou izoprenovych jednotek. Jednd se
o nejreprezentativnéj$i molekuly, které tvofi aZz 90 % esencidlnich oleji. Vyskytuji se ve
formé acyklické, monocyklické a bicyklické jako uhlovodiky, alkoholy, aldehydy, ketony,
estery, ethery, peroxidy a fenoly, jak je ukdazano v Tabulce 1. [10] Jsou to ptirodni produkty
charakteristické ving, které maji své uplatnéni v regulaci ristu, reprodukénim cyklu nebo
v obrannych mechanismech. Vyskytuji se ve vSech organismech, ale syntetizovat je dokaZou
pouze rostliny, bakterie a n€které¢ druhy hmyzu. Do vyS$Sich organismi se dostavaji potravnim
fetézcem. Jsou povazovany za sekunddrni metabolity rostlin, coZ znamend, ze se jedna
o latky, které se neuplatiiuji v zékladnich rostlinnych procesech — rostlina je produkuje, aniz
je vyuzije jako zdroj energie nebo jako zdsobni latky. Monoterpeny jsou vyznamné piredevsim
tim, ze zprostiedkovavaji interakce mezi rostlinou a prostiedim. Slouzi ke komunikaci mezi
rostlinami, chrani rostlinu pfed vysychanim nebo napadenim Skldci. Pro rostliny jsou
uzitené¢ také tim, Ze ladkaji opylujici hmyz. V rostlinich jsou syntetizovany
v parenchymatickych builkkdch a poté ulozeny ve vakuoladch, v bunétné sténé¢ nebo ve
specialnich extrakénich pletivech jako tzv. pryskyfi€né bunky. Monoterpeny se v rostlinnych

tkanich vyskytuji prevazné ve volné formé, pouze malou ¢ast je mozné nalézt ve formé
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glykosidil. Jedna se o t€kavé slouceniny, coz zplisobuje, Ze jsou snadno identifikovatelné a lze

je snadno ziskat destilaci jako rostlinné silice. [10; 40]

2.4.1.1.1 Monoterpeny a ¢lovék

Velké mnozstvi monoterpenti ma pozitivni vliv na lidské zdravi. Mezi zdroje monoterpent se
fadi bylinky, kofeni, vino, esencialni oleje (silice) a olivovy olej. Silice ziskané z rostlinnych
materialii jsou zaddanym zdrojem monoterpenli pro potravinafstvi a parfumerii. Silice, ale
ijednotlivé monoterpeny nachazeji uplatnéni pii léceni fyzickych i psychickych nemoci
a poruch — v aromaterapii. Vyuzivaji se také jako preventivni prostfedky proti nachlazeni ¢i
chiipce. Plsobi proti srdeCnim chorobam, predchéazeji osteoporoze a vykazuji protiplisnové
a antibakteridlni uc¢inky. K nejvyznamnéjSim monoterpenim miizeme zaradit mentol, ktery
pusobi proti nachlazeni, uvoliluje dychaci cesty a tlumi kaSel. Pravé diky svym
farmakologickym U¢inklim a vyraznému aroma se pouziva jako piisada do drogistickych
vyrobkl. Matova silice nebo ¢aj plsobi proti nadymani. Velké mnozstvi monoterpent
vykazuje protinadorovou aktivitu — vzniku rakoviny bud’ ptedchazeji, nebo inhibuji jeji
rozvoj. Mezi takovéto monoterpeny se fadi napt. limonen, karvon, eraniol, karveol, mentol

a sobrerol. [40]

2.4.1.1.2 Toxicita monoterpeni

Pouze n¢kolik monoterpent je pro ¢lovéka velmi toxickych, fada z nich ale mize zplsobit
podrazdéni kiize, coZ se projevi koZni vyrazkou. Vyraznymi koZnimi alergeny jsou nckteré
monoterpenické alkeny, které se izoluji z jehlicnanii — pineny a kareny. Toxické monoterpeny
jsou vétSinou ketony — napt. hepatotoxin pulegon, ktery je obsazeny v mate. Tento keton byl
v minulosti pouZivany k vyvolani potrati. Mezi dal$i jedovaté se tadi thujon nebo kafr.
Thujon je neurotoxicky, coZ se miiZze projevit halucinacemi nebo hyperaktivitou. Kafr je
toxicky pro nenarozeny plod, ktery nema enzymy nutné k jeho odbourani, tudiz mize kafr
zpisobit potrat. K vyvolavani potratli byla vyuzivana fada rostlin i jejich odvarti. Proménlivy
obsah aktivnich slozek vedl ale k problematickému davkovani a tim casto k selhani

organismu i smrti. [40]
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Tabulka 1 Rozd¢leni monoterpenti do jednotlivych skupin podle struktury a funkénich
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Tabulka 1 Rozdéleni monoterpenti do jednotlivych skupin podle struktury a funk¢nich

skupin — pokracovani
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Tabulka 1 Rozdé¢leni monoterpenti do jednotlivych skupin podle struktury a funkénich

skupin — pokracovani
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2.4.1.2 Seskviterpeny
Seskviterpeny jsou tvofeny spojenim tii izoprenovych jednotek — obsahuji tedy patnéct uhlikti
(C15). Prodlouzeni fetézce zvySuje pocet cyklizaci a také vede k velké rozmanitosti struktur.

Funkce seskviterpent v rostliné jsou podobné funkcim monoterpenti. Hlavnimi zdroji téchto
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sloucenin jsou mezi rostlinami napf. celer, mata, rozmaryn nebo Salvéj. [31] Rozdé¢leni

seskviterpenti do jednotlivych struktur je zobrazeno v Tabulce 2. [10]

Tabulka 2 Rozd¢leni seskviterpeni do jednotlivych skupin podle struktury

acyklické
farnesen farnesol
i T
OH
monocyklické
bisabol
bi, tricyklické
y-kadinen p-karyofylen karyofylen oxid

o

2.4.1.3 Fenylpropanové derivaty

Fenylpropanové derivaty jsou dalsi skupinou latek, ze kterych se esencidlni oleje skladaji.
Jedna se o slouceniny odvozené od fenylpropanu a vyskytuji se méné Casto neZ terpeny.
Biosyntetické drahy, ve kterych se terpeny a fenylpropanové derivaty tvofi, byvaji
v rostlinach obvykle oddé¢leny. V nékterych rostlindich ale mohou existovat vedle sebe,
pricemz prevlada jedna hlavni cesta. Funkce fenylpropanovych derivati v rostlin€ jsou
podobné funkcim monoterpeni a/nebo seskviterpenti. Fenylpropanové derivaty zahrnuji
napiiklad aldehydy, alkoholy, fenoly, methoxy-derivaty a methylendioxy slou¢eniny. Rostliny
bohaté¢ na tyto latky jsou napiiklad anyz, skotice, hiebicek nebo fenykl. [31] Rozdéleni
fenylpropanovych derivati do jednotlivych skupin podle funkénich skupin je ukdzano

v Tabulce 3. [10]
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Tabulka 3 Rozdéleni fenylpropanovych derivati do jednotlivych skupin podle funkénich

skupin
skoficovy aldehyd
o
aldehydy WH
skoticovy alkohol
alkoholy @MDH
chavikol eugenol
e I
fenoly /@/\/ 0 :@/\_«9’
HO HO
anetol elemicin estragol methyl
eugenol
o o | |
methoxy- N RN O-.
derivaty =N
- 9 L
70
L
| 0 o
apiol myristicin
O.-"
0 o
methylendioxy o : <
slouceniny < 0
0 0.
D e

2.5 Chemické sloZeni levandulového esencialniho oleje
Levandulovy esenciélni olej se sklada predevsim z terpentl a jejich kyslikatych derivati. Mezi

hlavni slozky esencialniho oleje z levandule 1€kafské obvykle patti linalool a linalyl acetat,
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zatimco u levandule prostfedni (lavandinu) se objevuji i nékteré dalSi monoterpeny
(eukalyptol, kafr a isoborneol) ve vyssich koncentracich. Obecné plati, ze levandule 1ékaiska
produkuje esencialni olej vyssi kvality. Ma se za to, Ze esencialni olej z levandule prostiedni
je t€kavejsi a ma nizsi kvalitu kvili vysSimu obsahu kafru a niz§imu procentu linalyl acetatu.
Slozeni esencialniho oleje je primarné uréené genotypem rostliny. Ddle mize také byt
ovlivnéno prostiedim ontogenetickych faktori nebo morfogenetickymi rysy. Mnozstvi
a kvalitu ziskaného esencialniho oleje ovliviiuje 1 samotné misto ristu rostliny a doba sklizné¢.
Dilezitou roli hraji také upravy rostlinného materialu po sklizni, které mohou snizit obsah
esencialniho oleje nebo zmeénit jeho slozeni (napt. vysoké teploty suseni). V neposledni fadé

muze kvalitu oleje ovlivnit metoda extrakce nebo doba destilace. [4]

Charakteristicka levandulova viin€ esencidlniho oleje se pfipisuje monoterpentim. Esencialni
oleje ziskané z levandule l¢ékatské charakterizované vysokou koncentraci linaloolu a linalyl
acetatu a nizkym obsahem kafru jsou povazovany za oleje s nejkrasnégj$i vini a jsou
nejzadanéjSimi oleji pouZivanymi v aromaterapeutickém a kosmetickém pramyslu. Oleje
ziskané zjinych druhti levandule obsahuji vysoké koncentrace dalSich terpent, vcetné

vysokého obsahu kafru, coz vede k méné ptijemné vini. [6]
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3 ANALYZA ESENCIALNICH OLEJU

K analyze a kontrole esencialnich oleji byly vyuzivany rizné¢ metody. V soucasné dob¢ se
vSak identifikace jednotlivych slozek esencialnich oleji obvykle provadi pomoci plynové
chromatografie. NejCastéji ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem (GC-MS) nebo pomoci

plynového chromatografu vybaveného plamenovym ioniza¢nim detektorem. [13; 41]

3.1 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie je separacni metoda, kterd se vyuziva k separaci t€kavych sloucenin.
Ma velmi Siroké pole aplikaci. Umoziuje analyzu piedevSim plynnych vzorkli. Analyza
kapalnych vzorkl je mozna, pouze pokud se vzorek ihned po nadavkovani pfeméni na plyn.
Je Siroce pouzivana pro kvantitativni i kvalitativni analyzu viceslozkovych smési, jako jsou
esencidlni oleje, uhlovodiky a rozpoustédla. Pii plynové chromatografii lze vyuzit rizné
teplotni programy, aby byly ziskané hodnoty piesnéjS$i — napt. k rozliSeni latek, které se
béhem procesu plynové chromatografie chovaji podobné. PouZzitim plamenového ioniza¢niho
detektoru nebo detektoru elektronového zachytu (které maji vysokou citlivost) mizeme
pomoci plynové chromatografie kvantitativné stanovit latky pfitomné ve velmi nizkych
koncentracich. Pfistroj, pomoci kterého se separace provadi, se nazyvé plynovy chromatograf
a jeho schéma je ukdzdno na Obrazku 10. K separaci dochdzi mezi dvéma heterogennimi
fazemi. Analyzované latky se rozd€luji mezi stacionarni a mobilni fazi. Mobilni faze, ktera se
oznacuje také jako nosny plyn, je vzdy plynna a umoziuje transport latek kolonou. Mobilni
faze je zpravidla inertni, stlacitelny a malo viskozni plyn. Nosny plyn je odebiran z tlakové
lahve a chromatografem se pohybuje za konstantniho pritoku. Nejcastéji se vyuziva helium,
dusik nebo vodik. Vodik, ktery je hojn€ vyuzivany, ma vSak urcité¢ nevyhody — je explozivni,

hotlavy, a navic mize zpusobit hydrogenaci nékterych latek. [42—44]

Plynova chromatografie — konkrétné chromatografie plyn-kapalina — zahrnuje odpateni
vzorku a nastfik na hlavu chromatografické kolony. Vzorek je transportovan kolonou
proudem inertni plynné mobilni fize. Samotna kolona obsahuje kapalnou stacionarni fazi,
kterd je nanesena na povrchu inertni pevné latky. Principem plynové chromatografie je
adsorpce a rozd€lovani. Jednotlivé slozky vzorku se na koloné zadrzuji riiznou dobu a na
zaklad¢ toho se pivodni smés na chromatografické koloné dé€li. Jednotlivé slozky nasledné

putuji do vhodné zvoleného detektoru, ktery umoziuje jejich detekcei. [42]
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Obrazek 10 Schéma plynového chromatografu [45]

3.1.1 Chromatografické kolony

Kolonu pro plynovou chromatografii 1ze povazovat za hlavni ¢ast plynového chromatografu.
Od zacatku 70. let se podstatné zménila povaha a design kolon. Ty dfive pouzivané
obsahovaly bud’ pevny adsorbent, nebo kapalinu nanesenou na povrchu inertniho nosice —
takovéto kolony se oznacuji jako néaplnové. Pro vyrobu téchto kolon se nej€astéji vyuzivaji
meéd’, hlinik, sklo nebo nerezova ocel a jejich vnitini primér je 2 az 3 mm a délka 1 az 3
metry. Tyto kolony v dne$ni dob¢ nahrazuji ty, které obsahuji imobilizovanou nebo zesiténou
staciondrni fazi vdzanou na vnitinim povrchu kolony a nazyvaji se kapilarni. U naplnovych
kolon se jako materidl pro pevné adsorbenty pouZivaji silikagel nebo oxid hlinity, které byly
u kolon kapilarnich nahrazeny poréznimi polymernimi adsorbenty. Kapilarni kolony maji
v soucasné dobé obvykle délku 10—60 m, vnitini primér 0,20-0,53 mm a nejcastéji byvaji
vyrobeny z taveného kiemene. V soucasné dobé se vétsSina aplikaci provadi na kapilarnich

kolonach kvili rychlé a efektivni separaci, kterou poskytuji. [44; 46; 47]
Pouzivane¢ kapilarni kolony se rozdé€luji do tti skupin:

e PLOT (Porous Layer Open Tubular) — obsahuji tenkou porézni vrstvu pevného
adsorbentu, jako je oxid hlinity nebo molekularni sita. VyuZivaji se pifedevSim pro
analyzu hustych plynt a jinych tékavych slouc¢enin.

e WCOT (Wall Coated Open Tubular) — u téchto kolon je st€na piimo pokryta vrstvou

kapalné stacionarni faze, ktera tvoii tenky film o tloust’ce 0,05-3 um.
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e SCOT (Support Coated Open Tubular) — tento typ kolon obsahuje velmi tenkou vrstvu
pevného podkladu, ktery je potazeny kapalnou stacionarni fazi. SCOT kolony pojmou

vice kapalné faze a maji vyssi kapacitu pro vzorek nez WCOT kolony. [48]

Optimalizace separace v plynové chromatografii vyzaduje jemné doladéni fady proménnych
a jejich interakci. Proces separace ovliviuji jak fyzikalni (teplota a rychlost proudéni), tak
parametrické (vnitini primér, délka a stacionarni faze) proménné kolony. Mnoho kapilarnich
kolon mé vnitini praiméry 250-320 um. Tyto vnitini priméry piedstavuji kompromis mezi
rozlidenim, rychlosti, kapacitou vzorku a snadnou obsluhou. Cim deli je kolona, tim vice ma

teoretickych pater a umoznuje lepsi separaci. [48]

3.1.2 Detektory

Ulohou detektorts v plynové chromatografii je produkovat méfitelny signal v reakci na
jednotlivé slozky eluované z chromatografické kolony. Nekteré detektory jsou citlivé pouze
na konkrétni typy chemickych sloucenin, zatimco jiné jsou povazovany za univerzalni,
protoze jsou schopné detekovat témét vSechny slouceniny. Detektory se také 1iSi v mezich

detekce. Obecné plati, Ze ¢im selektivngjsi je detektor, tim vétsi je jeho citlivost. Pro aplikaci

v plynové chromatografii je k dispozici cela fada detektord. [49]

3.1.2.1 Plamenovy ionizacni detektor

Plamenovy ioniza¢ni detektor (FID) je jednim z nejpouZzivanéjSich detektort pro plynovou
chromatografii. Poskytuje témét univerzalni odezvu na organické slouceniny, nizké detekéni
limity, dlouhodobou stabilitu, jednoduchost ovladani, rychlou odezvu a Siroky linearni rozsah
odezvy. Slouceniny obsahujici jediny atom uhliku vazany na kyslik nebo siru (napi. CO,,
CS2, COS), anorganické plyny (napf. NHs, SO2), formamid a kyselina mravenci poskytuji
slabou nebo nevyznamnou detek¢ni reakci. Latky, které nelze spélit, neni mozné timto typem
detektoru detekovat, jedna se napt. o vodu nebo vzacné plyny. Jako nosny plyn lze vyuZit
naptiklad helium, argon, vodik nebo dusik. Slouceniny, které¢ se eluuji z chromatografické
kolony, vstupuji do detektoru, kde jsou spaleny vodikovym plaminkem a pfi jejich spalovani
vznikaji ionty. Ty putuji do prostoru, kde jsou umistény dvé elektrody, na které je vloZeno
stejnosmérné napéti. Jak ionty pronikaji do prostoru mezi dvéma elektrodami, je vytvoren
a detekovan proud. Pokud z kolony nevychazi zadné slozky, nemély by se tvotit zadné ionty,
a tedy ani proud. Nepatrné necistoty v nosném plynu mohou vSak mit za nasledek velmi
nizkou hodnotu proudu i v ptipadé€, Ze prochédzejici nosny plyn neobsahuje zadnou eluovanou

slozku. Pfi spalovani dochazi k produkci vodni pary, proto musi byt teplota FID nastavena
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dostateén¢ vysoko, aby nedochazelo ke kondenzaci. Obvykle se vyuziva teplota 250 °C

a vy, [49; 50]

3.1.2.2 Tepelné vodivostni detektor

Tepelné¢ vodivostni detektor je univerzalni a nedestruktivni detekéni systém. Detektor
obsahuje vlakno, které je Zhavené stalym elektrickym proudem. Vldkno je protékajicim
nosnym plynem ochlazovano na urcitou teplotu. Detektor reaguje na urcité rozdily v tepelné
vodivosti nosného plynu, které jsou zpiisobené ptitomnosti eluované slozky. V praxi byvaji
vedle sebe zapojovany dva tyto detektory, kdy pfes jedno vldkno proudi pouze Cisty nosny
plyn a pfes druhé prochazi plyn vychazejici z kolony. S rozvojem ionizac¢nich detekcnich
systém, které nabizeji zejména lepsi detekovatelnost pro pouziti s kapilarnimi kolonami, byl
tepeln¢ vodivostni detektor z velké Casti nahrazen ionizacnimi detektory. Tento detektor ale

stale zstava jako nejpohodIng;jsi a nejlevnéjsi pro méné narocné analyzy. [44; 51; 52]

3.1.2.3 Detektor elektronového zachytu

Detektor elektronového zachytu (ECD) je selektivni ionizacni detektor, ktery je citlivy na
elektronegativni atomy. Slouceniny obsahujici atomy halogenu nebo nitroskupiny, nékteré
organokovové slouCeniny a urc¢ité konjugované slouceniny maji silnou detekéni odezvu
a v ptiznivych ptipadech je lze detekovat pti stopové koncentraci. Na druhé stran¢ slouceniny
s nizkou afinitou k elektronlim, naptiklad uhlovodiky, alkoholy, fenoly, aminy, alifatické
aldehydy, ketony, ethery a estery, sotva registruji odezvu pifi normalnich koncentracich.
Detektor elektronového zachytu je druhym nejcastéji pouzivanym ionizacnim detektorem
v plynové chromatografii. Za svou popularitu vdéc¢i své citlivosti na Sirokou Skalu ekologicky
dilezitych a biologicky aktivnich slouc¢enin. Mezi béZné aplikace patii stanoveni pesticidil
v Zivotnim prostiedi nebo také stanoveni 1é¢iv a hormonii v biologickych kapalinach.
Detektor se skladd z malé komory se dvéma rovnobéZnymi elektrodami a radioaktivniho
zdroje, obvykle ®Ni, ktery je umistény blizko katody, aby ionizoval nosny plyn (dusik,
argon), a tim dochézi ke vzniku konstantniho proudu. Obsahuje-li nosny plyn slozku s velkou
elektronovou afinitou, dochédzi k pohlceni nékterych energeticky chudych elektronii. Nové
vzniklé zaporné nabité Castice maji ve srovnani s volnymi elektrony nizs§i pohyblivost, a je
tedy vyssi pravdépodobnost jejich srazky s kladné nabitymi ¢asticemi. Rekombinaci dojde ke
snizeni celkového poctu negativnich €astic, a tim i1 ke snizeni hodnoty ioniza¢niho proudu.

[50; 53; 54]
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3.2 Spojeni plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je klicovou technikou pro kvalitativni chemickou analyzu. Mezi
davody, diky kterym je pravé hmotnostni spektrometrie natolik vyuzivand, patii citlivost,
selektivita, moznost charakterizace sloucenin na zakladé¢ jejich molekulové hmotnosti a také
moznost kombinace hmotnostni spektrometrie s chromatografii. Plynové nebo kapalinové
chromatografy slouzi pro rozdéleni slozitych smeési chemickych sloucenin, které jsou
nasledn¢ detekovany a rozpozndvany pomoci hmotnostniho spektrometru. Jednotlivé
oddélené slozky zptivodni smési unasené proudem nosného plynu jsou piivadény do
iontového zdroje. Ukolem iontového zdroje je poskytnuti potfebné energie k ionizaci molekul
analytu, pficemz je nutné udrzovat dostatecn¢ vysokou teplotu, aby se zabranilo kondenzaci
analytu. Bézné se vyuzivaji pfedevSim dva typy ionizace, a to elektronova a chemicka.
Odparené analyty jsou tedy ionizovany za vzniku molekularnich a/nebo fragmentovych ionti,
které jsou na zakladé poméru m/z rozdéleny pomoci hmotnostniho analyzatoru a detekovany.
Mezi vyuzivané hmotnostni analyzdtory patii naptiklad kvadrupdlovy a magneticky
analyzator, iontovd past nebo analyzdtor doby letu. Detektory pouzivané v hmotnostni
spektrometrii musi mit rychlou odezvu, vyuzivd se napiiklad fotonasobi¢. Vysledné
hmotnostni spektrum je zobrazeno jako graf relativni intenzity téchto iontd proti jejich

poméru hmotnosti k ndboji (m/z). [55-57]

Pro hmotnostni spektrometrii maji z vlastnosti sloucenin nejvétsi hodnotu tékavost, polarita

molekuly a molekulova hmotnost.

e plyny, tekavé a ¢astecné tékavé slouCeniny — u téchto sloucenin se vyuziva spojeni
plynové chromatografie a hmotnostni spektrometrie, elektronovd ionizace
a kvadrupolovy hmotnostni analyzator. Ve vétSiné piipadl je identifikace tékavych
slouCenin spolehlivd, hlavné diky vyuziti elektronové ionizace, kterd umoziuje
porovnavani ziskanych hmotnostnich spekter s rozsahlymi knihovnami spekter.

e netekavé nizkomolekuldrni latky — v této tfid€ sloucenin lze nekteré polarni analyty
derivatizovat na odpovidajici tékavé analyty, které je mozné analyzovat pomoci

GC-MS metody. [57]

3.3 Stanoveni antimikrobialni aktivity
Antimikrobidlni aktivitu u rostlinnych materialii ovliviiuje hlavné jejich slozeni, které je vice
¢1 mén¢ ovlivnéno mistem rtstu rostliny, dobou sklizné, Gpravou rostlinného materidlu nebo

metodou extrakce. Antimikrobialni aktivita esencialnich olejii zavisi pfedevSim na obsahu
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terpenoidii, mezi kterymi maji silnou antimikrobialni aktivitu napf. thymol nebo karvakrol.
Terpenové alkoholy (napt. geraniol, citronellol a linalool) a estery (napf. linalyl acetat)
vykazuji slabsi antimikrobidlni aktivitu. Existuje nékolik rGznych metod pro testovani
antimikrobialni aktivity rostlin a jejich jednotlivych slozek. V soucasné dob¢ se k hodnoceni
antimikrobidlni aktivity pfirodnich sloucenin bézné pouzivaji agarové difizni metody, napft.
diskova difuzni metoda a diftzni jamkova metoda. Diskova difuzni metoda vsSak neni

kvantitativni, coZ znamend, Ze neposkytuje data o minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC), coz

cvwvr

Déle byla tymem prof. Kokosky a kol. navrzena nova metoda pro jednoduché a soucasné
rychlé stanoveni antibakteridlniho potencialu rostlinnych t€kavych latek soucasné v kapalné a
plynné fazi v nékolika rdznych koncentracich. Jednd se o bujonovou mikrodilu¢ni
volatiliza¢ni metodu, kterd se provadi ve standardni 96jamkové mikrotitracni desticce. Do
kazdé jamky se napipetuje piisluSné mnozstvi bujonu a nasledné se ptida urcité mnozstvi
upraveného vzorku a bakterialni suspenze. Vzorky t€kavych sloucenin jsou rozpustény v 1%
dimethylsulfoxidu a zfedény pomoci vhodného média. Pro jednotlivé vzorky sloucenin se
udéla 7 dvojkove ziedénych koncentraci. Na desticku se také piipravuji pozitivni a negativni
kontroly (naoCkovany a nenaockovany bujon). Desticky se nechavaji inkubovat 24 hodin pfi
teplot¢ 37 °C a po uplynuti doby inkubace se minimdlni inhibi¢ni koncentrace hodnoti
vizualné podle zmény zbarveni MTT barviva (methyl-triazolyl-tetrazolium bromid) ze zluté

na fialovou. [60]

3.3.1 Agarové metody

3.3.1.1 Diskova difiizni metoda

Diskovd difuzni metoda slouzi kurceni, zda je dany mikroorganismus na testované
antibiotikum citlivy, nebo rezistentni. Prvnim krokem je pfiprava bakteridlni suspenze
s hustotou pfiblizné 1,5%10% CFU/ml, coz odpovida zakalu 0,5 na McFarlandové stupnici.
Nésledné pfipravenou suspenzi naockujeme na agar na Petritho misce pomoci vatového
tamponku nebo pipetou. Pomoci specialniho sterilniho davkovace na agar piiklademe disky
napusténé testovanou antimikrobidlni latkou. Jako kontrola se vyuzivaji ATB disky — disky
napusténé danym antibiotikem. Celé Petriho misky nechame inkubovat. Inkubace se provadi
nejcastéji pii 37 °C po dobu 24 hodin. Po uplynuti doby inkubace se zméti primeéry
inhibi¢nich z6n a vysledek se porovna se standardnimi hodnotami. Porovnanim ur¢ime, zda je

mikroorganismus na dany rostlinny material méné ¢i vice citlivy v porovnani se standardnimi
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antibiotiky. Obdobou je také difuzni jamkova metoda. Rozdil je v tom, Ze u této metody se
nevyuzivaji disky. Média naockovand testovanymi mikroorganismy se rozdéli do Petriho
misek. Nasledné jsou do agarii na Petriho miskach asepticky pomoci sterilniho korkového
vrtaku prorazeny otvory. Do vzniklé¢ jamky je nasledné zaveden definovany objem
antimikrobidlniho ¢inidla. Po kultivaci se opét zméfi znatelnd zona inhibice ristu kolem

jednotlivych jamek. [58; 61; 62]

3.3.1.2 Agarova dilu¢ni metoda

Mezi agarové metody patii také agarova dilu¢ni metoda, pti které se stanovuje minimalni
inhibi¢ni koncentrace. Obvykle se vyuziva Mueller-Hinton agar, ktery je obohaceny o sériova
fedéni testované antimikrobialni latky. Pripraveny agar se rozdéli do Petriho misek a necha se
predsusit. Nasledné se na povrch predsusené¢ho agaru aplikuje inokulum vysetfované bakterie
formou spotli pomoci speciadlniho vzorkovace. Vyhodou této metody je, Ze na jedné Petriho
misce mizeme nardz testovat az 20 riznych kmeni bakterii. VySetfované kmeny bakterii
naoCkujeme vzdy na vSechny pfipravené koncentrace testované antimikrobidlni latky.
Jednotlivé misky nechdme kultivovat a poté odecteme hodnotu minimalni inhibi¢ni
koncentrace — nejniz$i testovanou koncentraci dané antimikrobidlni latky, ktera inhibuje

viditelny riist mikroorganismu. [63; 64]

3.3.1.3 Metoda antimikrobialniho gradientu

Metoda diflize antimikrobidlniho gradientu vyuZziva princip stanoveni antimikrobidlniho
koncentracniho gradientu v agarovém médiu jako prostiedek pro stanoveni citlivosti. Mezi
tyto metody se fadi Etest, jehoZ provedeni je naznacené na Obrazku 11. Pfi tomto testu se
vyuzivaji tenké plastové testovaci prouzky. Ty jsou na spodni strané impregnovany suchym
koncentra¢nim gradientem antimikrobidlniho ¢inidla a na horni ploSe je stupnice koncentrace.
Na povrch vhodné velké agarové desticky (15 cm), ktera byla naoCkovana suspenzi
vySetfovaného mikroorganismu, mize byt umisténo radialn€ az 5 nebo 6 prouzki. Po jejich
pfiloZeni na agarovou plotnu dochazi k aktivaci antimikrobidlniho ¢inidla a jeho uvoliovani
do agaru. Po inkubaci se testy odectou pozorovanim prouzkid zhorni casti desticky.
Minimalni inhibi¢ni koncentrace je stanovena jako prisecik eliptické inhibi¢ni zony

s testovacim prouzkem. [65; 66]
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Obrazek 11 Piiklad provedeni Etestu [65]

3.3.2 Testovani citlivosti na antimikrobialni latky pomoci pritokové cytometrie

Pratokova cytometrie (FC) umoznuje sledovat morfologii, fyziologickou a metabolickou
aktivitu a také Zivotaschopnost mikroorganismu po jejich vystaveni antimikrobidlnim latkam.
Me¢ti optické a fluorescenéni charakteristiky jednotlivych bunék. Tato metoda je zaloZena na
detekci fluorescenéniho signdlu. Pro sledovani poZadovan¢ho znaku se vyuZzivaji
fluorescencné znacené protilatky. Oznacené buiiky prochazeji zdrojem svétla a fluorescencni
molekuly jsou vybuzeny do vysSich energetickych stavii. Po ndvratu do zakladni energetické

hladiny fluorochromy emituji svételnou energii. [67; 68]

3.4 Stanoveni antioxidacni aktivity

Nekteré potraviny rostlinného pivodu maji vedle své nutricni a energetické hodnoty také
dilezitou roli jako zdroj antioxidantl. K pfirodnim latkam s antioxida¢nimi ucinky jsou
fazeny antioxidacni vitaminy C, E a karotenoidy. Stadle mnohem vétsi vyznam je vSak
piikladan dalSim pfirodnim latkam, zejména polyfenolickym sloucenindm, mezi které patii
napt. flavonoidy, katechiny a fenolické kyseliny. Zdrojem téchto latek jsou zelenina, ovoce,
vlaknina, ¢aje, vina a aromatické a léCivé rostliny. Bylo také prokézano, Ze antioxidacni
aktivita mnoha rostlinnych fenolickych latek je vyssi nez Gcinek antioxida¢nich vitamind.

[69] V dostupnych studiich jsou popisovany také antioxidacni vlastnosti esencidlnich olejii
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ziskanych z riznych rostlinnych materidli — napt. z levandule Iékaiské (Lavandula
angustifolia), maty pepmé (Mentha piperita), rozmarynu lékatského (Rosmarinus officinalis)

nebo z Cernuchy seté (Nigella sativa). [70-72]

Stanoveni antioxidacni aktivity esencialnich oleji zlevandule Iékaiské, kajeputu
sttidavolistého, bergamotu a maty peprné popisuji ve své studii Mariia Kokina a kol. [72].
Antioxida¢ni aktivita byla stanovena za pouziti DPPH a ABTS ™ radikald, u kterych dochazi
k redukci v pfitomnosti antioxidantu. Redukce radikdlu vede k naslednému poklesu
absorbance. Jako standard byl vyuzit Trolox a vysledky jsou vyjadfeny v mmol ekvivalentu
Troloxu na litr esencidlniho oleje. VSechny zkoumané esencidlni oleje byly schopny
redukovat volné DPPH a ABTS*radikaly pfed i po skladovani. Porovnanim hodnot
stanovenych testem DPPH bylo zjisténo, Ze nejvétsi antioxidacni aktivitu z Cerstvych oleji

vykazoval olej z maty peprné (23,3 mmol/l), nasledoval levandulovy olej (18,9 mmol/l),

cvwvr

cvwr

levandulovy esencidlni olej. Esencidlni olej zkajeputu byl tedy mnohem ucinngj$i pii
neutralizaci kation-radikalu ABTS*. Bylo pozorovano kolisani dat antioxidacni aktivity
esencialnich olejii v zdvislosti na pouZzitém testu, coz mulze byt zplsobeno specifickymi
interakcemi sloZzek oleje s volnymi radikaly. V této studii je také uvedeno, Ze rozdily
v antioxidacni sile vyplyvaji z pfitomnosti sloucenin s konjugovanymi dvojnymi vazbami
a také jejich celkového obsahu v esencidlnich olejich. Antioxidacni aktivita je tedy velmi

zavisla na sloZeni esencialniho oleje. [72]

Pii stanoveni antioxida¢ni aktivity se vyuZiva fada antioxidantl, které slouZzi jako reference.
Synteticka latka Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2karboxylova kyselina), ve
vodé rozpustny analog vitaminu E, ziskal jednoznatné postaveni jako reference pfti testovani
antioxidacni aktivity. Vyuziva se piedevsim kvuli jeho t€¢innosti v lipofilnich i hydrofilnich

systémech. [73]

3.4.1 Metoda FRAP

Tato metoda je zaloZena na principu redoxni reakce. Cerstvé pfipravené ¢inidlo FRAP (ferric
reducting antioxidant potential) se smichd s testovanym vzorkem nebo methanolem, ktery se
vyuzivd pro slepy pokus. Pracovni roztoky testovanych sloucenin se piipravuji

v methanolovém prostiedi. Cinidlo FRAP se sklada z roztoku TPTZ (tripyridyltriazin) v HCI,
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roztoku FeCl; a zacetdtového pufru, pH celého roztoku je 3,6. Pfi této metod¢ latky
s antioxidaénimi  u¢inky redukuji  z vySetfovaného vzorku komplex Fe*-TPTZ
(tripyridyltriazinzelezity). Probihajici reakce je sledovana pomoci spektrofotometru pfi
absorpénim maximu — 593 nm. NarGst absorbance, ktery odpovida mnozstvi komplexu
Fe?"-TPTZ (tripyridyltriazinZeleznaty), je mirou antioxida¢ni aktivity vzorku. Ze ziskanych

hodnot se vytvoii kalibracni zavislost, ze které se urci ptislusna hodnota FRAP. [69; 73; 74]

3.4.2 Metoda Folin-Ciocalteu

Tato metoda se vyuziva k urceni celkového obsahu polyfenolickych sloucenin. Stanoveni je
zalozeno na reakci s ¢inidlem dle Folin-Ciocalteua, které ma zluté zbarveni (kysely roztok
fosfore¢nanu molybdenového a wolframového). Ze zasobniho roztoku kyseliny gallové, ktera
se pii této metod¢ vyuziva jako standard, se pfipravi kalibracni fada roztoki o riznych
koncentracich. Do zkumavek se nasledné pipetuje definovany objem vzorku, kalibra¢niho
roztoku nebo slepého pokusu. Dale se pfida etanol, destilovana voda a Cinidlo dle Folin-
Ciocalteua a zkumavky se nechaji urcitou dobu odstat. Nasleduje ptidani uhli¢itanu sodného a
zkumavky se nechaji opét urcity ¢as odstat. Po uplynuti doby reakce se proméfi absorbance
roztokd ptfi 765 nm proti slepému pokusu. Ziskané vysledky se vyjadiuji jako ekvivalent

kyseliny gallové. [73]

3.4.3 Metoda pouzivaji DPPH

Tato metoda je povazovana za jednu ze zédkladnich metod pro posouzeni antioxida¢ni aktivity
latek. Dochazi pfi ni kreakci mezi testovanou latkou a stabilnim radikdlem DPPH
(difenylpikrylhydrazyl), ktery je redukovan za vzniku DPPH-H (difenylpikrylhydrazin).
Pokles koncentrace DPPH radikélu, ktery ma za nasledek pokles absorbance, je monitorovéana
pfi 516 nm. Tuto metodu je moZné provadét také na mikrotitraénich desti¢kach. Probihajici
rekci je mozné sledovat i metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie — HPLC. Pouziti
detekce HPLC, pii které je hodnocen pik radikalu DPPH, je vhodné pfedev§im u barevnych
vzorki. V tomto pfipad¢ se na rozdil od spektrofotometrie zbarveni vzorku eliminuje. Metoda
pouzivajici DPPH radikal se nemusi vyuZivat pouze pro hodnoceni antioxidacni aktivity
Cistych latek, lze ji také vyuzit pro rizné smésné vzorky, u kterych se antioxidacni aktivita
nekdy vyjadiuje v ekvivalentech kyseliny askorbové nebo v jednotkach standardu Troloxu.
Podobnou modifikaci je kombinace testu se separaci latek ze smési metodou HPLC. V tomto
piipadé latky rozdélené na koloné reaguji kontinualné s DPPH a spektrofotometricky se

detekuje pik radikalu. [69; 73]
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3.4.4 Metoda ORAC

Pti této metod€ dochazi k reakci stanovované antioxidacni latky s roztokem fluoresceinu nebo
se také vyuziva f-fykoerytrin (5-PE). Jedna se o fluorescen¢ni metodu. V testovaném systému
se generuji kyslikové radikaly a hodnoti se schopnost testované latky zpomalit nebo uplné
zastavit radikalovou reakci. Pro generaci peroxylovych radikdli se pouzivi AAPH
(2,2¢-azobis(isobutyrimidamid)-dihydrochlorid). Provadi se také slepy pokus, pii kterém se
k roztoku fluoresceinu ptidava pouze fosfatovy pufr pro kontrolni odecet. Detekce je zaloZena

na sledovani tibytku fluorescence f-PE po kontaktu s radikaly. [69; 73]

3.4.5 Metoda TEAC

Metoda stanoveni ekvivalentni antioxidac¢ni kapacity Troloxu (TEAC) byla vyvinuta jako
jednoduchd a pohodlnd metoda pro stanoveni celkové antioxidacni kapacity (TAC). Pii
stanoveni se méii schopnost antioxidantl zachytit stabilni radikdlni kation, modrozeleny
chromofor s maximalni absorpci pfi 734 nm, ktery sniZzuje svoji intenzitu v pritomnosti
antioxidantl. Antioxidanty mohou neutralizovat radikalovy kationt generovany z ABTS bud’
piimou redukci prostiednictvim darovani elektrond, nebo prostfednictvim darovani atomu
vodiku. Rovnovéha téchto dvou mechanismu je obecné urcena antioxidacni strukturou a pH
média. Rozsah zabarveni modrozelené barvy, kvantifikovany jako pokles absorbance pii 734
nm, zavisi na délce reakce, vnitini antioxidacni aktivité a také na koncentraci ve vzorku.
Diive se pfi TEAC testu vyuzival methemoglobin a peroxid vodiku ke generovani
pfechodného radikalu ferrylmyoglobinu, ktery poté reagoval s ABTS za vzniku kation-
radikalu ABTS*. Oxidaéni ¢inidlo bylo pozd&ji nahrazeno peroxidem nebo persiranem.
Persiran draselny je nejCastéji pouZivanym oxidacnim cinidlem pro generovani kation-
radikalu ABTS™*. Vysledky ziskané timto testem se uvadéji jako ekvivalenty syntetické latky
Troloxu. [75]
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II EXPERIMENTALNI CAST

4 INSTRUMENTALNI ANALYZA
4.1 Chemikalie

destilovana voda

n-hexan od firmy Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika)

standard uhlovodiki C8-C40 od firmy Restek (Bellefonte, PA, USA)

koncentrovana kyselina sirovda H2SOs 96% od firmy PENTA (Chrudim, Ceska
republika)

bezvody siran sodny od firmy PENTA (Chrudim, Ceské republika)

4.2 Pristroje

aparatura pro hydrodestilaci — aparatura typu Clevenger od firmy Kavalierglass
(Praha, Ceska republika)

pH metr 420A od firmy ORION (Montreal, Kanada), dodavatel Fisher Scientific, spol.
s .0. (Pardubice, Ceska republika)

magnetickd michacka s ohfevem od firmy IKA (Staufen, Némecko), model RCT basic
topné hnizdo LTHS 2000 od firmy Brnénska Drutéva (Brno, Ceska republika)
laboratorni vahy od firmy KERN & SOHN GmbH (Balingen, Némecko)

analytické laboratorni vahy HR-120 od firmy ADInstruments Ltd (Dunedin, Novy
Z¢land)

autosampler COMBI PAL od firmy CTC ANALYTICS GmbH (Zwingen, Svycarsko)
plynovy chromatograf GC-2010 s hmotnostnim detektorem MS-QP2010 od firmy
Shimadzu (Kjo6to, Japonsko)

plynovy chromatograf GC-2010 s plamenové ionizaénim detektorem od firmy

Shimadzu (Kjoéto, Japonsko)

4.3 Pomiicky

stficka s destilovanou vodou
magnetické michadélko

laboratorni kadinky rGznych objemi
nasypka

varné kaminky
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e uzaviratelné vialky z hnédého skla pro skladovani oleje
* pipety
e mikrostiikacka

e odmérny valec 500 ml

vialky pro analyzu oleje, vicka se septem

4.4 Rostlinny material

Pro ziskéni esencidlniho oleje v této praci byly vyuzity suSené kvéty levandule, dodané
firmou MEDIATE s.r.o. (Dolni Libchavy, Ceské republika), $arze 251119/12, které nebyly
pired extrakci Zzadnym zplsobem upravované. Kvéty pochéazely zlevandule péstované

v Polsku.

4.4.1 Podminky a postup hydrodestilace

Pro ziskdvani esencialniho oleje zlevandulovych kvétd byla vyuzita hydrodestilace.
Aparatura byla sestavena tak, jak je ukdazano na Obrazku 12. Do destilacni baniky o objemu
2000 ml bylo navazeno cca 50 g rostlinného materidlu a ptidano 500 ml destilované vody
a varné kaminky. Smés rostlinného materidlu a vody byla zahfivana pomoci topného hnizda
atckavé slozky spolu svodni parou prechazely ptes chladi¢, kde dochazelo k jejich
kondenzaci. Dale postupovaly do sbérného mista aparatury, kde se usazoval esencidlni olej
spolu s vodou. V této ¢asti dochazelo i k oddéleni samotného esencialniho oleje od vody —
esencialni olej zistaval na povrchu. Destilace probihala do té doby, dokud pfibyval esencialni
olej (cca 4 hodiny). Po ukonceni destilace byl esencidlni olej oddélen od vodné faze, pteveden
do sklenéné vialky, zvaZen a nasledné byla stopova vlhkost odstranéna bezvodym siranem
sodnym. Poté byl olej skladovan v lednici pii 4 °C do doby nésledné analyzy. Pfi dalSich
destilacich bylo pomoci 96% kyseliny sirové upraveno pH destilované vody na hodnoty 4,58;
3,63; 2,59 a 1,64 a byl opakovan cely vySe popsany postup. Pro kazdou hodnotu pH byla

destilace provedena dvakrat.
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Obrazek 12 Aparatura vyuzita pro ziskani esencidlnich oleju

Pted samotnou analyzou byly ziskané vzorky esencidlnich olejii fedény pomoci n-hexanu, a to
tak, ze 10 pl esencialniho oleje bylo nafedéno 1 ml n-hexanu. Vzorky byly analyzovany
pomoci plynové chromatografie s hmotnostnim detektorem (GC-MS) a plynové

chromatografie s plamenové ioniza¢nim detektorem (GC-FID).

4.4.2 Analyza pomoci plynové chromatografie s hmotnostni detekci

Analyza GC-MS metodou byla provedena pro stanoveni kvalitativnich znaki vzorka
esencidlnich olejl. Jako nosny plyn bylo pfi analyze vyuZito helium, jehoZ linearni rychlost
byla po celou dobu analyzy konstantni — 30 cm/s. V chromatografu byla umisténa kapilarni
kolona SLB-5MS od firmy Supelco (Bellefonte, PA, USA) o délce 30 m, vnitinim praméru
0,25 mm a tloust'ce vnitiniho filmu 0,25 pum. Pro separaci latek byl vyuzit teplotni program.
Teplota na pocatku byla nastavena na 40 °C po dobu 3 minut, poté se zvySovala na 250 °C
rychlosti 2 °C za minutu a tato teplota byla udrZzovana po dobu 10 minut. Jedna analyza tedy
trvala 118 minut. Teplota néstfiku byla nastavena na hodnotu 200 °C a splitovaci pomér na
1:50. Pomoci autosampleru byl davkovan vzdy 1 pl piislusného vzorku. Teplota interface
(ptevodniku do MS) byla 200 °C a stejné tak i teplota iontového zdroje. V hmotnostnim
detektoru byla ionizace provedena elektronovou ionizaci s ioniza¢ni energii 70 eV. Dale byl

nastaven SCAN mdd a snimany byly vSechny ionty v rozmezi 33—450 m/z. Solvent cut time
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byl nastaven na 7 min. od samotného nadévkovani vzorku, coz znamena, ze detekce iontl

zacala az od 7. minuty.

4.4.3 Analyza plynovou chromatografii s plamenové ioniza¢nim detektorem

Analyza GC-FID metodou byla provedena pro stanoveni kvantitativnich znakt ziskanych
esencidlnich oleji. Pfi analyze byly na plynovém chromatografu vyuzity stejné podminky
1 stejnd kolona (SLB-5MS) jako pii metodé GC-MS. Teplota nastiiku byla 200 °C, davkovan
byl opét 1 pl pfislusSného vzorku pomoci autosampleru a splitovaci pomér byl 1:50. Na
detektoru byla nastavena teplota na 270 °C. Nosnym plynem bylo v tomto piipad¢ také

helium.

4.4.4 Vyhodnoceni namérenych dat

Na obou metodiach GC-MS a GC-FID byla nejprve proméfena smés n-alkan. Ta byla
analyzovdna za stejnych podminek, pii kterych probihala néslednd analyza ziskanych
esencialnich oleji. Tato smés byla prométena kvili vypoctim retenénich indexi jednotlivych
latek, které se vypocitavaji na zakladné retenc¢nich Casti n-alkant. Pii méfeni byl vyuzit
teplotni program, tudiz se reten¢ni indexy separovanych latek pocitaly podle vztahu van den
Doola a Kratze (Rovnice 1). Pro vypocet byly vyuzity naméfené retencni Casy n-alkanil

a jednotlivych separovanych latek.

Rovnice 1 Vypocet retencniho indexu analyzované slozky podle vztahu van den Doola

a Kratze
Rly = 100 -n+ 100(ty —t,)/(ths1 — tn)

RI; retencni index analyzované slozky

n  pocet atoml uhliku v nejbliZ§im niz§im n-alkanu
ty  retencni Cas analyzované slozky

t,  retencni Cas nejblizSiho nizsiho n-alkanu

th+1 retencni Cas nejblizs§iho vyssiho n-alkanu

Kvalitativni sloZeni ziskanych esencidlnich oleji bylo ur¢eno na zakladé vyhodnoceni
jednotlivych GC-MS chromatogramti. Naméfend hmotnostni spektra byla porovnana
s knihovnami hmotnostnich spekter a podle tohoto srovnani a zaroven porovnanim

vypoctené¢ho reten¢niho indexu latky s publikovanymi daty byla provedena identifikace
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jednotlivych slozek. Pro porovnani hmotnostnich spekter byly vyuzity konkrétné¢ knihovny
FFNSC (Mass Spectra of Flavors and Fragrances of Natural and Synthetic Compounds),
NIST11 a NIST11s (National Institute of Standards and Technology Mass Spectral Database).

Kvantitativni  slozeni vzorkGi bylo wureno vyhodnocenim jednotlivych GC-FID
chromatografii. Podle vztahu van den Doola a Kratze byly vypocCteny retencéni indexy
jednotlivych sloucenin. Porovnanim téchto retencnich indext a reten¢nich indexti z metody
GC-MS byly k jednotlivym identifikovanym slouc¢eninam pfifazeny odpovidajici plochy pika.
Nasledné¢ bylo vypocteno relativni zastoupeni jednotlivych slozek esencialniho oleje jako

procento celkové plochy pikli v chromatogramu.
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5 HODNOCENI ANTIMIKROBIALNICH VLASTNOSTI

5.1 Chemikalie

e Mueller-Hinton (MH) bujon od firmy HiMedia (Bombaj, Indie), dodavatel
CADERSKY-ENVITEK (Brno, Ceska republika)

e Mueller-Hinton (MH) agar od firmy HiMedia (Bombaj, Indie), dodavatel
CADERSKY-ENVITEK (Brno, Ceska republika)

e Dimethylsulfoxid od firmy Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika)

e Tris baze od firmy HiMedia (Bombaj, Indie), dodavatel CADERSKY-ENVITEK
(Brno, Ceska republika)

e kyselina chlorovodikova 35% od firmy PENTA (Chrudim, Ceska republika)

e NaCl, KClI od firmy PENTA (Chrudim, Ceska republika)

e barvivo MTT 98% od firmy Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika)

e antibiotikum ampilicin od firmy Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika)

5.2 Pomiicky
e sterilni mikrotitracni destic¢ky typ €. 31396 + vicka
e svorky
e dfevéné desticky
e automatické pipety, vicekanalova pipeta
e sterilni Petriho misky
e sterilni pomucky — jednorazové o€kovaci klicky, Spicky
e sklenéné zkumavky
e eppendorf zkumavky

e laboratorni lahve se Sroubovacim uzavérem 250 ml, 100 ml

5.3 Pristroje
e laboratorni vahy od firmy KERN & SOHN GmbH (Balingen, Némecko)

e analytické laboratorni vdhy HR-120 od firmy ADInstruments Ltd (Dunedin, Novy
Z¢land)
e vortex Vornado™ mini od firmy Benchmark Scientific (Edison, USA)

e McFarland denzitometr od firmy Biosan (Riga, LotySsko)
e autoklav Sterilab od firmy BMT (Praha, Ceska republika)
e laboratorni termostat od firmy POL-EKO APARATURA (Wodzistaw Slaski, Polsko)
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5.4 Postup stanoveni antimikrobialni aktivity levandulovych oleji

5.4.1 Priprava pufru

Pufr byl pfi stanoveni antimikrobidlni aktivity esencialnich oleji vyuzit pro zajisténi
stabilnich podminek. Pii pfipravé bylo navézeno 8 g NaCl, 0,2 g KCl a 6,1 g Tris baze,
odméfeno 1000 ml destilované vody a vSechny tyto komponenty byly smichany. Nasledné
bylo pomoci 35% kyseliny chlorovodikové upraveno pH tohoto roztoku na konec¢nou hodnotu

7,6 a roztok byl sterilizovan v autokldvu pii 121 °C 15 minut.

5.4.2 Priprava agaru a bujonu

Jako kultivacni a testovaci médium byl vyuzit Mueller-Hinton agar a bujon. Agar 1 bujon byly
ptipraveny podle pfislusnych navodi. U MH agaru bylo navazeno 3,8 g praskové smési
a smichéano se 100 ml destilované vody. Pti ptipravé MH bujonu bylo navazeno 5,25 g
a smichéno s 250 ml destilované vody a 5, 25 g bylo smichdno s 250 ml pfipraveného pufru.
Vsechny tyto smési byly diikladné promichany a sterilizovany v autokldvu 15 minut pfi

121 °C.

5.4.3 Priprava bakterialni suspenze

Pro stanoveni antimikrobidlni aktivity byly vybrany 4 gramnegativni a 4 grampozitivni
bakterie. Z gramnegativnich byly zvoleny nasledujici bakterie — Escherichia coli CCM 2024,
Pseudomonas aeruginosa CCM 1961, Klebsiella pneumoniae NPK12 a Serratia marcescens
CCM 303. Z grampozitivnich byly zvoleny Staphylococcus aureus CCM 4223, Enterococcus
faecalis CCM 4224, Streptococcus pyogenes NPKO1 a Bacillus subtilis CCM 2215. VSechny
standardni kmeny byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganisméi (CCM), Brno, Ceska
republika. U ostatnich bakterii se jedna o klinicky izolat. Bakterie byly kultivovany pii 37 °C
po dobu 24 hodin. Nésledné byly ptipraveny bakterialni suspenze s hustotou piiblizné 1,5x108

CFU/ml, coZ odpovida zékalu 0,5 na McFarlandové stupnici.

5.4.4 Vzorky

Jako vzorky byly vyuzity vydestilované levandulové esencialni oleje, které byly upraveny
nasledujicim zpiisobem: z oleji destilovanych pfi stejnych hodnotach pH vody byl pfipraven
pro tento experiment vzdy 1 primérny vzorek, z kazdého vzorku byly navazeny cca 2 pl
a poté¢ bylo pfiddno odpovidajici mnozstvi 1% DMSO (dimethylsulfoxid) a nasledné byly
vzorky zifedény pomoci pufrovaného MH bujonu na pozadovanou pocatecni koncentraci 1024

pug/ml.
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5.4.5 Antibiotikum

Jako srovnavaci antibiotikum byl zvolen ampicilin. Byl pfipraven zasobni roztok tohoto
antibiotika o koncentraci 400 pg/ml, ktery byl nasledn¢ pomoci pufrovaného MH bujonu

ziedén na pozadovanou pocatecni koncentraci 4 pg/ml.

5.4.6 Barvivo MTT

Barvivo MTT bylo pouzito k urceni hodnot MIC u jednotlivych oleji. Zasobni roztok barviva
o koncentraci 600 pg/ml byl pfipraven rozpusténim sypké smési v odpovidajicim mnozstvi

sterilni destilované vody.

5.4.7 Postup zaockovani mikrotitracnich desti¢ek

Pro stanoveni antimikrobialni aktivity v plynné a kapalné fazi esencidlnich olejii byla vyuzita
bujonova mikrodiluéni volatilizacni metoda. Stanoveni bylo provedeno v 96jamkovych
mikrotitracnich destiCkéach, které 1ze vyuzit pro testovani az 6 vzorkl. Objem kazdé jamky je
400 pl. V nasem ptipadé bylo testovano 5 vzorkl na kazdé destiCce. Okrajové jamky byly
ponechany prazdné, aby se zabranilo okrajovému efektu. V prvni ¢asti experimentu bylo
pfipraveno testovani parni faze esencialnich oleji. Na vicko desticky do kazdého terciku bylo
napipetovano 5 pl pfipravené bakterialni suspenze a nasledné¢ 30 pl MH agaru. Dale bylo
pfipraveno testovani kapalné faze olejli, podle schématu uvedeného v Tabulce 4. Do kazdé
jamky bylo napipetovano 100 pl pufrovaného bujonu, s vyjimkou sloupecku pro nejvyssi
koncentraci vzorkd a jamky pro nejvysSi koncentraci antibiotika. Do téchto jamek bylo
napipetovano 200 pl pfislusného vzorku, respektive antibiotika. Pro kazdy esencialni olej
bylo pfipraveno v tadé¢ 7 dvojkové ziedénych koncentraci pocinaje od koncentrace 1024
png/ml. Soucasné byly piipraveny kontroly Cistoty (pouze pufrovany bujon) a rtistu (pufrovany
bujon a bakteridlni suspenze) do prvnich dvou sloupeckii. V poslednim sloupecku bylo
pfipraveno 6 dvojkové ziedénych koncentraci srovndvaciho antibiotika. Nasledné byly
vSechny jamky, s vyjimkou sloupecku pro kontrolu ¢istoty, naockovany 10 pl bakterialni
suspenze. Po zaockovani byla mikrotitracni desticka ptikryta vickem a utésnéna pomoci
dievénych desticek a 2 svorek. Desticky byly inkubovany pii 37 °C po dobu 24 hodin. Pro
kazdou bakterii byl opakovan tento postup ve tfech provedenich. Na Obrazku 13 je k vidéni
zaockovana mikrotitracni desticka; desticka po kultivaci a po pfidani MTT barviva a také

desticky s dfevénymi deskami a svorkami pfipravené ke kultivaci.
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5.4.8 Vyhodnoceni vysledkii

Po inkubaci bylo pfidano barvivo MTT a bakterialni rtst byl zhodnocen vizuéalné. Do kazdé
jamky a na kazdy terc¢ik vicka bylo napipetovano 25 ul barviva, které barvi modro-fialové

pouze Zivé buiiky. Zluté zbarvené jamky tedy obsahovaly usmrcené buiiky a modré jamky

inhibovaly viditelny riist bakterii (tedy koncentrace posledni Zluté zbarvené jamky/agaru),

a vyjadieny v pg/ml.

Tabulka 4 Schéma zaockovani mikrotitracni desticky

v

Kontrola | kontrola EO5 | EO5 | EO5 | EO5 | EO5 | EO5 | EO5 | ATB
istoty rfistu 1024 | 512 256 128 64 32 16 4
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
Kontrola | kontrola EO4 | EO4 | EO4 | EO4 | EO4 | EO4 | EO4 | ATB
g . 1024 | 512 256 128 64 32 16 2
cistoty rustu ug/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
Kontrola | kontrola EO3 | EO3 | EO3 | EO3 | EO3 | EO3 | EO3 | ATB
istoty rfistu 1024 | 512 256 128 64 32 16 1
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
Kontrola | kontrola EO2 | EO2 | EO2 | EO2 | EO2 | EO2 | EO2 | ATB
istoty rfistu 1024 | 512 256 128 64 32 16 0,5
ug/ml | pg/ml | ug/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
Kontrola | kontrola EO1 | EOl1 | EOl1 | EOl | EOl | EOl | EOl | ATB
istoty rist 1024 | 512 256 128 64 32 16 0,25
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
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Obrazek 13 Mikrotitracni desticky vyuzivané pfi stanovovani antimikrobialni aktivity oleju:
vlevo nahofe je zobrazena zaockovand mikrotitracni desticka; vpravo nahote desticka po
kultivaci a po pfidani MTT barviva a dole jsou desticky s difevénymi deskami a svorkami

pripravené ke kultivaci
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6 VYSLEDKY A DISKUSE

6.1 SlozZeni vydestilovanych levandulovych esencialnich oleju

U oleje ziskaného pti pH destilované vody (EOS5) byla vytéznost 0,348 g/50 g vzorku, tj.
0,69 %; vytéznost oleje pti pH vody 4,58 (EO4) byla 0,410 g/50 g vzorku, tj. 0,81 %;
vytéznost oleje pii pH vody 3,63 (EO3) byla 0,375 g/50 g vzorku, tj. 0,75 %; vytéznost oleje
pii pH vody 2,59 (EO2) byla 0,390 g/50 g vzorku, tj. 0,78 % a vytéznost oleje pii pH vody
1,64 (EO1) byla 0,393 g/50 g vzorku, tj. 0,78 %. Procentudlni vytéznosti jednotlivych oleji
jsou shrnuty v Tabulce 5. Ze ziskanych vysledki je viditelné, ze pti pH destilované vody byla
vytéznost ziskan¢ho esencialniho oleje nejnizsi a snizenim hodnot pH se vytéznost zvysila.
Nejvyssi vytéznost byla u oleje ziskaného pii hodnoté pH vody 4,58. SniZzenim pH vody se

vytéznost zvysila o 9-17 %.

Tabulka 5 Procentudlni vytéznosti jednotlivych esencidlnich oleji pfi riznych hodnotach pH

vody
vytéZnost [%] pH vody
EOS 0,69 % 5,6
EO4 0,81 % 4,58
EO3 0,75 % 3,63
EO2 0,78 % 2,59
EO1 0,78 % 1,64

V ziskanych levandulovych olejich bylo identifikovano celkem 70 sloucenin, coz odpovida
95,29; 95,68; 96,48; 95,99, respektive 94,98 % celkové plochy. Identifikované slouceniny
a jejich relativni zastoupeni v jednotlivych olejich je uvedeno v Tabulce 6, ke které se vaze
Obrazek 14. Podstatnou cast oleji tvoii terpeny (monoterpeny, seskviterpeny) a jejich

kyslikaté derivaty terpenoidy (monoterpenoidy, seskviterpenoidy).

Hlavni slozky esencidlniho oleje EOS5 byly linalool (38,55 %), linalyl acetat (6,60 %),
a-terpineol (6,31 %), borneol (4,77 %), cis-linalool oxid (4,18 %), lavandulyl acetat (3,13 %),
eukalyptol (2,82 %), terpinen-4-ol (2,81 %), trans-linalool oxid (2,50 %) a karyofylen oxid
(1,85 %).
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Hlavni slozky esencidlniho oleje EO4 byly linalool (41,28 %), linalyl acetat (5,98 %), borneol
(5,05 %), a-terpineol (4,47 %), cis-linalool oxid (4,00 %), terpinen-4-ol (3,04 %), lavandulyl
acetat (2,92 %), eukalyptol (2,88 %), karyofylen oxid (2,68 %) a trans-linalool oxid (2,63 %).

Hlavni slozky esencidlniho oleje EO3 byly linalool (42,26 %), linalyl acetat (6,57 %),
a-terpineol (4,59 %), borneol (5,08 %), cis-linalool oxid (3,44 %), lavandulyl acetat (3,04 %),
eukalyptol (3,01 %), terpinen-4-ol (2,89 %), karyofylen oxid (2,60 %), trans-linalool oxid
(2,54 %).

Hlavni slozky esencidlniho oleje EO2 byly linalool (41,54 %), linalyl acetat (6,43 %),
a-terpineol (5,00 %), borneol (4,99 %), cis-linalool oxid (3,67 %), lavandulyl acetat (3,01 %),
eukalyptol (2,90 %), terpinen-4-ol (2,87 %), karyofylen oxid (2,43 %) a trans-linalool oxid
(2,28 %).

Hlavni sloZky esencialniho oleje EO1 byly linalool (37,30 %), a-terpineol (8,08 %), linalyl
acetat (6,00 %), borneol (4,76 %), cis-linalool oxid (4,24 %), lavandulyl acetat (2,97 %),
eukalyptol (2,89 %), terpinen-4-ol (2,82%), trans-linalool oxid (2,48 %) a krypton (1,61 %).
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Tabulka 6 Identifikované slouceniny v olejich ziskanych hydrodestilaci pti riznych hodnotach pH vody a jejich relativni zastoupeni

zastoupeni zastoupeni zastoupeni zastoupeni  zastoupeni
zaiazeni terpenovych reten¢ni
nazev slou¢eniny CAS dislo slozky [%] slozky [%] sloZky [%] sloZzky [%]  slozky [%]
sloucenin dle struktury index
pH 5,6 pH 4,58 pH 3,63 pH 2,59 pH 1,64
MONOTERPENY
tricyclen tricyklicky 508-32-7 919 0,03 0,03 0,03 0,03 0,03
a-thujen bicyklicky 2867-05-2 923 0,03 0,04 0,03 0,03 0,01
o-pinen bicyklicky 80-56-8 930 0,31 0,31 0,31 0,31 0,30
kamfen bicyklicky 79-92-5 945 0,46 0,47 0,48 0,47 0,46
2,4(10)-thujadien bicyklicky 36262-09-6 950 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
[-pinen bicyklicky 127-91-3 973 0,23 0,28 0,29 0,28 0,16
[-myrcen alifaticky 123-35-3 988 0,97 0,80 0,83 0,85 1,10
0-3-karen bicyklicky 13466-78-9 1006 0,04 0,04 0,04 0,04 0,06
m-cymen monocyklicky 99-87-6 1017 0,13 0,12 0,13 0,13 0,13
p-cymen monocyklicky 99-87-6 1022 0,63 0,52 0,52 0,52 0,75
limonen monocyklicky 138-86-3 1027 0,67 0,55 0,58 0,58 0,76
cis-f-ocimen alifaticky 3779-61-1 1035 0,49 0,46 0,44 0,46 0,54
trans-f-ocimen alifaticky 3779-61-1 1046 0,63 0,53 0,55 0,57 0,67
y-terpinen monocyklicky 99-85-4 1056 0,18 0,13 0,13 0,14 0,21
terpinolen monocyklicky 586-62-9 1083 0,26 0,13 0,01 0,15 0,34
p-cymenen monocyklicky 1195-32-0 1088 0,20 0,05 0,05 0,07 0,33
1,3,8-p-menthatrien monocyklicky 18368-95-1 1128 0,20 0,10 0,10 0,10 0,26
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Tabulka 6 Identifikované slouceniny v olejich ziskanych hydrodestilaci pfi riiznych hodnotach pH vody a jejich relativni zastoupeni — pokra¢ovani

zastoupeni zastoupeni zastoupeni zastoupeni  zastoupeni
nazev slouceniny zafazent terpenovych CAS ¢islo retencni slozky [%] slozky [%] slozky [%] slozky [%]  sloZKy [%]
sloucenin dle struktury index
pH 5,6 pH 4,58 pH 3,63 pH 2,59 pH 1,64
MONOTERPENOIDY
cis-dehydroxylinalool oxid alifaticky 54750-69-5 1004 0,28 0,13 0,13 0,15 0,43
eukalyptol bicyklicky 470-82-6 1029 2,82 2,88 3,01 2,90 2,89
cis-linalool oxid alifaticky 5989-33-3 1069 4,18 4,00 3,44 3,67 4,24
trans-linalool oxid alifaticky 34995-77-2 1085 2,50 2,63 2,54 2,28 2,48
linalool alifaticky 78-70-6 1100 38,55 41,28 42,26 41,54 37,30
cis-p-menth-2-en-1-ol monocyklicky 29803-82-5 1122 0,07 0,11 0,11 0,10 0,04
a-kampholenal monocyklicky 4501-58-0 1124 0,03 0,03 0,03 0,02 0,02
nopinon bicyklicky 24903-95-5 1136 0,07 0,09 0,09 0,08 0,06
trans-pinokarveol bicyklicky 547-61-5 1138 0,26 0,28 0,29 0,28 0,25
kafr bicyklicky 76-22-2 1143 0,97 1,02 1,06 1,00 0,94
nerol oxid alifaticky 1786-08-9 1151 0,50 0,37 0,36 0,38 0,63
pinokarvon bicyklicky 30460-92-5 1159 0,10 0,10 0,11 0,10 0,10
lavandulol alifaticky 58461-27-1 1164 0,97 1,19 1,02 1,00 1,03
borneol bicyklicky 507-70-0 1169 4,77 5,05 5,08 4,99 4,76
isogeranial alifaticky 41720-62-1 1174 0,11 0,14 0,10 0,11 0,11
terpinen-4-ol monocyklicky 562-74-3 1178 2,81 3,04 2,89 2,87 2,82




Tabulka 6 Identifikované slouceniny v olejich ziskanych hydrodestilaci pfi riiznych hodnotach pH vody a jejich relativni zastoupeni — pokra¢ovani
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zastoupeni zastoupeni zastoupeni zastoupeni  zastoupeni
nazev slouceniny zafazent terpenovych CAS ¢islo retencni slozky [%] slozky [%] slozky [%] slozky [%]  sloZKy [%]
sloucenin dle struktury index
pH 5,6 pH 4,58 pH 3,63 pH 2,59 pH 1,64
krypton monocyklicky 500-02-7 1184 1,63 1,66 1,61 1,66 1,61
a-terpineol monocyklicky 98-55-5 1193 6,31 4,47 4,59 5,00 8,08
verbenon bicyklicky 80-57-9 1205 0,27 0,30 0,29 0,28 0,25
trans-karveol monocyklicky 1197-07-5 1218 0,18 0,19 0,18 0,19 0,18
nerol alifaticky 106-25-2 1225 1,15 1,01 0,93 1,05 1,34
kuminaldehyd monocyklicky 122-03-2 1239 0,51 0,50 0,50 0,50 0,52
karvon monocyklicky 99-49-0 1242 0,23 0,23 0,37 0,23 0,24
kar-3-en-2-on bicyklicky 53585-45-8 1245 0,02 0,03 0,03 0,03 0,03
linalyl acetat alifaticky 115-95-7 1249 6,60 5,98 6,57 6,43 6,00
phellandral monocyklicky 21391-98-0 1274 0,51 0,27 0,25 0,34 0,70
lavandulyl acetat alifaticky 25905-14-0 1283 3,13 2,92 3,04 3,01 2,97
p-cymen-7-ol monocyklicky 536-60-7 1290 0,38 0,26 0,25 0,29 0,48
karvakrol monocyklicky 499-75-2 1298 0,12 0,12 0,10 0,11 0,12
neryl acetat alifaticky 141-12-8 1358 0,66 0,73 0,75 0,74 0,52
geranyl acetat alifaticky 105-87-3 1377 1,32 1,47 1,50 1,48 1,02
SESKVITERPENY

cis-o-bergamoten bicyklicky 18252-46-5 1410 0,13 0,07 0,07 0,08 0,17
cis-karyofylen bicyklicky 13877-93-5 1415 1,22 1,03 1,05 1,09 1,12
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Tabulka 6 Identifikované slouceniny v olejich ziskanych hydrodestilaci pfi riiznych hodnotach pH vody a jejich relativni zastoupeni — pokra¢ovani

zastoupeni zastoupeni zastoupeni zastoupeni  zastoupeni
nazev slouceniny zafazent terpenovych CAS ¢islo retencni slozky [%] slozky [%] slozky [%] slozky [%]  sloZKy [%]
sloucenin dle struktury index
pH 5,6 pH 4,58 pH 3,63 pH 2,59 pH 1,64
trans-f-farnesen alifaticky 18794-84-8 1451 0,15 0,13 0,13 0,13 0,14
germakren D alifaticky 23986-74-5 1477 0,05 0,06 0,05 0,05 0,04
trans-f-bergamoten bicyklicky 15438-94-5 1481 0,02 0,02 0,01 0,01 0,02
y-kadinen bicyklicky 39029-41-9 1510 0,10 0,08 0,09 0,08 0,08
SESKVITERPENOIDY
karyofylen oxid bicyklicky 1139-30-6 1577 1,85 2,68 2,60 2,43 0,80
humulen epoxid II bicyklicky 19888-34-7 1605 0,04 0,04 0,04 0,06 0,03
di-epi-1,10-kubenol bicyklicky 73365-77-2 1612 0,04 0,05 0,04 0,05 0,03
epi-a-cadinol bicyklicky 5937-11-1 1639 0,33 0,31 0,29 0,31 0,28
DITERPENY
fyton alifaticky 68607-88-5 1840 0,09 0,06 0,06 0,06 0,07
NETERPENOVE SLOUCENINY
1-octen-3-on 4312-99-6 977 0,03 0,04 0,04 0,28 0,03
1-octen-3-ol 3391-86-4 980 0,25 0,31 0,30 0,29 0,30
3-octanon 106-68-3 985 0,64 0,74 0,72 0,66 0,68
butylbutyrat 109-21-7 996 0,07 0,07 0,07 0,07 0,07
3-octanol 589-98-0 999 0,10 0,13 0,12 0,12 0,12




Tabulka 6 Identifikované slouceniny v olejich ziskanych hydrodestilaci pfi riznych hodnotach pH vody a jejich relativni zastoupeni — pokra¢ovani

zastoupeni zastoupeni zastoupeni zastoupeni  zastoupeni
zarazeni terpenovych reten¢ni
nazev slouceniny CAS dislo sloZky [%] slozKky [%] sloZky [%] slozky [%]  sloZKky [%]
sloucenin dle struktury index
pH 5,6 pH 4,58 pH 3,63 pH 2,59 pH 1,64

hexyl acetat 142-92-7 1013 0,61 0,67 0,66 0,62 0,65
1-octen-3-yl acetat 2442-10-6 1108 1,42 1,48 1,48 1,43 1,40
3-octanol acetat 4864-61-3 1119 0,20 0,16 0,15 0,16 0,24
n-hexyl butyrat 2639-63-6 1191 0,34 0,37 0,38 0,34 0,34
hexyl isovalerat 10032-13-0 1235 0,06 0,06 0,06 0,06 0,05
hexyl tiglate 16930-96-4 1328 0,06 0,06 0,05 0,06 0,06
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Slouceniny liSici se nejvyrazngji relativnim zastoupenim v jednotlivych olejich jsou
a-terpineol (4,47-8,1 %), linalool (37,3-42,3 %) a karyofylen oxid (0,8-2,7 %), jejichz
relativni zastoupeni v jednotlivych olejich je ukédzdno na Obrazku 15. Zastoupeni linaloolu
a a-terpineolu méa mezi sebou jistou souvislost. Linalyl acetat béhem hydrodestilace podléha
hydrolyze a dochazi ke vzniku odpovidajici kyseliny a alkoholu — linaloolu. Linalool se pfi
hydrodestilaci transformuje na a-terpineol (Obrazek 3). Ten déle prechéazi na eukalyptol, jak
je naznaceno na schématu na Obrazku 4. V zastoupeni eukalyptolu se jednotlivé oleje mezi
sebou na prvni pohled nijak vyznamné nelisi. Pfi secteni relativniho zastoupeni téchto 3
zminénych slozek (linalool, a-terpineol a eukalyptol) bylo zjisténo, ze u olejit EO1-EO4 jsou
vysledna Cisla o 1-2 % vysSi, nez je suma u oleje EO5. Mize se tedy jednat o slouceniny
pochéazejici bud’ z linalyl acetatu (linalyl acetat-linalool-a-terpineol-eukalyptol), nebo
z linaloolu uvolnéného praveé kyselou hydrolyzou, ptipadné kombinace obou téchto moznosti.
Relativni zastoupeni téchto slozek naznacuje, ze by se mohlo jednat pravé o kombinaci téchto
dvou moznosti, protoze ubytek linalyl acetatu v olejich EO1-EO4 nepokryje v souctu nartst

linaloolu, a-terpineolu a eukalyptolu.

Dalsi slouceninou lisici se obsahem v jednotlivych olejich je seskviterpenoid karyofylen oxid.

cvwr

(0,80 %). Je tedy pravdépodobné, Ze u karyofylen oxidu pii hydrodestilaci mize dochazet

k jistym transformacim, které nejvice podpofilo nejnizsi z testovanych hodnot pH vody.
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Obrazek 15 Slouceniny lisici se relativnim zastoupenim v jednotlivych olejich. Relativnimu
zastoupeni linaloolu odpovida hlavni osa, ostatni fady grafu jsou pfifazeny k ose vedlejsi.
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Dale béhem destilace mlze byt linalyl acetat preménén allylovym presmykem na geranyl
acetat a neryl acetat a eliminaci na acyklické monoterpenové uhlovodiky, jako jsou myrcen,
cis- a trans-ocimen, jak ve své studii popisuji Kiran Babu a Bikram Singh [16], ale také
Emma Jakab a kol. [76]. Schéma popsané reakce je ukdzadno na Obrazku 5. VSechny tyto
slouceniny byly nalezeny ve vSech naSich olejich. Pfi sefteni relativniho zastoupeni
zminénych acyklickych monoterpenovych uhlovodikt v jednotlivych olejich bylo zjisténo, ze
jejich suma je nejvyssi v oleji EO1 (2,31 %) a od oleje s nejnizs§im zastoupenim téchto slozek,
coz je EO4 (1,79 %), se tato hodnota lisi o 0,52 %. Nejvyssi zastoupeni geranyl acetatu
aneryl acetatu bylo zjisténo v oleji EO3 (2,25 %) a naopak nejnizsi v oleji EO1 (1,54 %).
Tyto dvé slouceniny se fadi mezi estery, které pii destilaci podléhaji hydrolyze, béhem které
vznikaji odpovidajici alkoholy a kyseliny. Je tedy pravdépodobné, Ze nizka hodnota pH vody
pfi destilaci EO1 podpofila hydrolyzu téchto estert. V oleji EO1 bylo tedy nalezeno nejvyssi
mnozstvi geranyl a neryl acetdtu ze vSech naSich oleju, jak je ukazédno v Tabulce 7. Suma
produkti premény lilalyl acetatu se v jednotlivych olejich nijak vyrazn€ nelisi, je tedy
pravdépodobné, Zze zména pH vody ma vliv spiSe na rizné transformace nez na celkové

relativni zastoupeni téchto produkta.

Pii pfesmyku linalyl acetatu na neryl acetat je zapotiebi nerol. Schéma vzniku nerolu z linalyl
acetatu je ukazano na Obrazku 6. Pokud je v jednom oleji nerolu méné nez dalSich olejich,
znamena to, ze byl pravdépodobné spotfebovan praveé na vznik neryl acetatu, ktery je naopak
v oleji pfitomen ve vEtsi mife neZ v olejich ostatnich. Toto tvrzeni bylo prokdzano i1 v naSich
olejich. V oleji, ve kterém bylo zjiSténo nejvyssi mnoZstvi neryl acetatu (EO3), je také
vznik neryl acetatu. Naopak u oleje snejnizSim obsahem neryl acetatu (EO1) je nerol

zastoupen v nejvysSim mnozstvi ze vSech oleji.

Tabulka 7 Relativni zastoupeni produkti pfemény linalyl acetatu b&hem hydrodestilace

v jednotlivych olejich

zastoupeni produktii pfemény linalyl acetitu béhem hydrodestilace [% rel.]

EOS EO4 EO3 EO2 EO1

f-myrcen, cis-fi- a trans-fi-ocimen 2,09 1,79 1,82 1,88 2,31
geranyl acetat, neryl acetat 1,98 2,20 2,25 2,22 1,54
suma 4,07 3,99 4,07 4,10 3,85
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Identifikované terpenové slouceniny byly rozfazeny do jednotlivych tifid podle poctu
isoprenovych jednotek (Tabulka 8, Obrazek 16). Tim bylo zjisténo, ze hlavni skupinu latek
v olejich tvofi monoterpenoidy, a to konkrétn¢ u EO5 82,04 %, EO4 82,21 %, EO3 83,47 %,
EO2 82,80 %, respektive u EO1 82,13 %, z ¢ehoz vyplyva, ze v zastoupeni monoterpenoidil
neni mezi jednotlivymi oleji zddny vyznamny rozdil. Z monoterpenoidi byly nejvice
zastoupeny alkoholy EOS5 58,12 %, EO4 56,73 %, EO3 57,70 %, EO2 57,41 % a EOl1
56,38 %, které byly nasledovéany estery 11,72 %, 11,10 %, 11,86 %, 11, 66 % a 10,51 %
(Tabulka 9, Obrazek 17). Rozfazenim monoterpenoidii podle dal§iho kritéria, konkrétné
podle struktury na alifatické, monocyklické a bi, tricyklické (Tabulka 10, Obrazek 18), bylo
zjisténo, ze u vSech oleji se v nejvyssi mife vyskytuji alifatické monoterpenoidy, nasleduji

monocyklické a nejmensi ¢ast tvofi bi, tricyklické monoterpenoidy.

Druhou nejvice zastoupenou terpenovou tfidou byly monoterpeny, v zastoupeni EOS5 5,46 %,
EO4 4,75 %, EO3 4,55 %, EO2 4,74 % a EO1 6,14 % (Tabulka 8, Obrazek 16). Z této tfidy
u oleji EO5 a EOI byly nejvice zastoupeny monocyklické, zatimco u EO4, EO3 a EO2
alifatické monoterpeny. V =zastoupeni bi, tricyklickych monoterpenti nebyly u oleji

pozorovany prakticky zddné rozdily (Tabulka 11, Obrazek 19).

U dalsi tfidy — seskviterpenli — nebyly mezi oleji Zaddné vyznamné odliSnosti v relativnim
zastoupeni. Na druhou stranu u zastoupeni seskviterpenoidii byly nalezeny odchylky
v zastoupeni u EOS5, ktery obsahoval pouze 1,13 % v porovnani s dalS§imi oleji, které

obsahovaly alesponi 2 % (Tabulka 8, Obrazek 16).

Kvalita levandulovych esencidlnich oleji byva urCovana podle obsahu linaloolu, linalyl
acetatu a kafru. Uvadi se, Ze u pravé levandule musi byt obsah kafru nizsi nez 0,5 %, coz
nespliiuje zadny nami ziskany olej. Dale u oleji nejvyssi kvality mé byt obsah linalyl acetatu
vys$i nez obsah linaloolu, takovéto oleje jsou povazovany za oleje s nejkrasnéjsi viini a jsou
nejzadanéjs$imi v aromaterapeutickém a kosmetickém pramyslu, ale ani toto zadny ziskany
olej nesplituje. V olejich bylo nalezeno podstatné mensi mnozstvi linalyl acetatu (6,0—6,6 %)
oproti linaloolu (37,3-42,3 %). Takto nizké zastoupeni linalyl acetatu miize byt zpisobeno
zvolenou metodou destilace. Uvadi se, Zze destilace vodni parou je obecné SetrnéjSi pro
ziskavani esencidlnich olejl, a proto oleje ziskané touto metodou mohou mit vy$s$i obsah
linalyl acetatu nez oleje ziskané hydrodestilaci. Dal$i moZnou pfi¢inou je stafi rostlinného

materidlu, ktery byl pfed samotnou destilaci skladovdn cca 1 rok vtemnu a suchu pfi
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laboratorni teploté, ale obecné byva snaha, aby rostlinné materidly byly destilovany co

nejdiive po sklizni praveé kvili riziku moznych ztrat.

Z hlediska obsahu téchto slou¢enin (linalool, linalyl acetat, kafr) nelze jednoznacné fict, ktery
znasich olejii ma nejvyssi kvalitu. V oleji, ve kterém bylo zjisténo nejvyS$i mnozstvi
linaloolu, bylo zaroven také nejvyssi mnozstvi kafru (EO3). V esencialnim oleji (EO1), ve
kterém bylo kafru nejméné, byl také linalool zastoupen v nejniz§im mmnozstvi ze vSech
vzorki. Déle, jak jiz bylo zminéno, nebyl v zddném z naSich oleji obsah linalyl acetatu vyssi
nez obsah linaloolu a mnoZstvi kafru nebylo niz8i nez 0,5 %. Ziskané oleje tedy z tohoto

hlediska nelze tadit k esencidlnim olejim nejvyssi kvality.

ISO norma 3515:2002 pro levandulové esencidlni oleje, kterd byla vydand Mezinarodni
organizaci pro normalizaci (ISO), stanovuje, jaké slouceniny a také v jakém mnoZstvi by
mély byt nalezeny v esencidlnich olejich ziskanych z Cerstvych kvéth levandule lékarskeé,
které byly zrostlinného materidlu ziskdny destilaci vodni parou. Konkrétné se jedna
o nasledujici slou€eniny: limonen (max. 1 %), eukalyptol (max. 3 %), f-phellandren (max.
1 %), cis-f-ocimen (1-10 %), trans-f-ocimen (0,5-6 %), 3-octanon (max. 3 %), kafr (max.
1,5 %), linalool (20-43 %), linalyl acetat (2545 %), lavandulol (max. 3 %), terpinen-4-ol
(max. 8 %), lavandulyl acetat (max. 8 %) a a-terpineol (max. 2 %). [77] VSechny tyto slozky,
kromé& f-phellandrenu, byly nalezeny ve vSech ziskanych olejich. VSechny EO splituji obsah
nasledujicich slozek — limonen, 3-octanon, kaft, linalool, lavandulol, terpinen-4-ol, lavandulyl
acetat a trans-f-ocimen. Zastoupeni linalyl acetatu, cis-f-ocimenu a a-terpineolu nezapada ani
v jenom EO do stanoveného rozmezi. EO3 jako jediny tésné nespliiuje relativni zastoupeni
eukalyptolu. Zadny z esencialnich olejii tedy nespliiuje pozadavky ISO normy 3515:2002 pro
levandulové esencidlni oleje, a to pfedev§im kvili velmi nizkému obsahu linalyl acetatu
a vysokému obsahu a-terpineolu. Odlisnosti v obsahu téchto slozek mohou byt zptisobeny
typem destilacni metody a také tim, Ze naSe oleje nebyly destilovany z Cerstvého rostlinného

materidlu, nybrZ ze suSeného.
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Tabulka 8 Relativni zastoupeni terpent podle poctu isoprenovych jednotek v jednotlivych

olejich
zastoupeni terpent podle poctu isoprenovych jednotek [% rel.]
EOS EO4 EO3 EO2 EO1
monoterpeny 5,46 4,75 4,55 4,74 6,14
monoterpenoidy 82,04 82,48 83,47 82,80 82,13
sekviterpeny 1,67 1,40 1,40 1,46 1,57
seskviterpenoidy 2,27 3,08 2,97 2,85 1,13
diterpeny 0,09 0,06 0,06 0,06 0,07
7,0
80,0
6,0
70,0 ’
60,0 5,0
50,0 4,0
— 40,0 —
T 30 3
X 30,0 X
2,0
20,0
10,0 1.0
0,0 0,0
EOS5 EO4 EO3 EO2 EO1

B monoterpenoidy ™ seskviterpenoidy M seskviterpeny ™ monoterpeny ™ diterpeny

Obrazek 16 Relativni zastoupeni terpenti podle poctu isoprenovych jednotek v jednotlivych

olejich. Relativnimu zastoupeni monoterpenoidi odpovida hlavni osa, ostatni fady grafu jsou

pfifazeny k ose vedlejsi.
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Tabulka 9 Relativni zastoupeni jednotlivych funkénich tfid monoterpenoidil v jednotlivych

olejich
zastoupeni jednotlivych funkénich tfid monoterpenoidii [% rel.]
EOS EO4 EO3 EO2 EO1
alkoholy 58,12 56,73 57,70 57,41 56,38
estery 11,72 11,10 11,86 11,66 10,51
oxidy 10,28 10,01 9,49 9,38 10,68
karbonylové
3,77 4,09 4,02 4,08 3,94
slouceniny
14,0
60,0
12,0
50,0
10,0
40,0
8,0
— 30,0 —
5 60
X, =X
20,0 4.0
10,0 2,0
0,0 0,0
EO5 EO4 EO3 EO2 EO1

malkoholy ®estery ®oxidy ®karbonylové slouceniny

Obrazek 17 Relativni zastoupeni jednotlivych funk¢nich tfid monoterpenoidi v jednotlivych
olejich. Relativnimu zastoupeni alkoholti odpovida hlavni osa, ostatni fady grafu jsou

pfifazeny k ose vedlejsi.
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Tabulka 10 Relativni zastoupeni monoterpenoidl podle struktury v jednotlivych olejich

zastoupeni monoterpenoidii podle struktury [% rel.]
EOS EO4 EO3 EO2 EO1
alifatické 59,96 61,85 62,63 61,85 58,06
monocyklické 12,79 10,89 10,88 11,30 14,79
bi, tricyklické 9,29 9,74 9,71 9,42 9,07

16,0
60,0
14,0
50,0
12,0
40,0 10,0
~ 30,0 80 _
e o
§ 6,0 §
— 20,0 S,
4,0
1
0,0 20
0,0 0,0
EOS EO4 EO3 EO2 EOI

m alifatické ®™monocyklické ® bi, tricyklické

Obrazek 18 Relativni zastoupeni monoterpenoidli podle struktury v jednotlivych olejich.
Relativnimu zastoupeni alifatickych monoterpenoidti odpovida hlavni osa, ostatni fady grafu

jsou piitazeny k ose vedlejsi.
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Tabulka 11 Relativni zastoupeni monoterpent podle struktury v jednotlivych olejich

zastoupeni monoterpent podle struktury [% rel.]

EO1 EO2 EO3 EO4 EOS

alifatické 2,08 1,79 1,82 1,88 2,31
monocyklické 2,26 1,61 1,52 1,68 2,78
bi, tricyklické 1,11 1,18 1,21 1,18 1,05

3,0
2,5

2,0

1,5
1,0
) I I
0,0
EOS5 EO4 EO3 EO2 EO1

m alifatické ™ monocyklické ®bi, tricyklické

[% rel.]

Obrazek 19 Relativni zastoupeni monoterpenti podle struktury v jednotlivych olejich
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6.2 Porovnani chemického slozeni ziskanych levandulovych oleja

s dostupnou literaturou
B. Smigielski a kol. [78] ve své studii popisuji sloZeni esencialniho oleje z levandule 1ékaiské
(L. angustifolia Mill.), ktery byl ziskan ze suSenych kvéti pomoci hydrodestilace. Pro tu bylo
vyuzito 60 g susenych kvéth a piiblizné 1200 ml destilované vody a samotna destilace trvala
4 hodiny. V esencialnim oleji bylo identifikovano celkem 47 sloucenin, které odpovidaly
94,9 % celkové plochy. Vytéznost vzorku byla 1,21 g EO na 100 g suSené¢ho materialu. Mezi
hlavni slozky oleje patfily linalool (24,6 %), linalyl acetat (18,0 %), borneol (6,3 %),
a-terpineol (3,1 %), lavandulyl acetat (3,8 %), karyofylen oxid (5,0 %), cis-linalool oxid
(2,5 %), trans-linalool oxid (1,6 %), krypton (2,3 %) a terpinen-4-ol (2,5 %). Hlavni skupinu
latek tvorily kyslikaté derivaty monoterpeni — monoterpenoidy, a to celkem 74,3 %, ptfi¢emz
nejvetsi zastoupeni z této skupiny mély monoterpenické alkoholy — 40,5 %. V naSich olejich
(EOS, EO4, EO3, EO2 a EO1) bylo identifikovano celkem 73 slou¢enin. Hlavni skupinu latek
tvorily také monoterpenoidy (v rozmezi 82,04—83,47 %) a stejné tak nejvetsi zastoupeni z této
skupiny mély monoterpenické alkoholy (56,73-58,12 %). Hlavni slozkou nami ziskanych
oleju byl stejné jako v této studii linalool, ktery ale byl zastoupen ve vSech olejich ve vétsi
mife. Relativni zastoupeni u dal$ich hlavnich slozek bylo obdobné s vyjimkou linalyl acetatu,

kterého bylo v nasich olejich nalezeno podstatné méné. [78]

Mustafa Abdullah Yilmaz [79] se ve svém clanku vénuje sloZeni esencialnich olej
ziskanych zrGznych Casti rostliny Lavandula x intermedia, kterd pochazela z Turecka.
Vzhledem k naSemu vzorku se budeme vénovat esencidlnimu oleji ziskanému z Cerstvych
kvéth pomoci hydrodestilace. Pro tu byla vyuZita aparatura typu Clevenger a samotna
destilace trvala 2 hodiny. Nasledné byl esencidlni olej vysuSen bezvodym siranem sodnym
auchovan pii 4 °C do doby analyzy. Mezi hlavni identifikované slozky patfil linalool
(43,86 %), linalyl acetat (9,37 %), eukalyptol (18,47 %), kafr (8,72 %), endo-borneol
(0,68 %) a a-terpineol (1,28 %). Ve srovnani s timto olejem obsahuji ndmi ziskané esencidlni
oleje podobné mnozstvi linaloolu. Linalyl acetatu bylo nalezeno pfiblizné€ o 3 procenta méné
a podstatné mén¢ bylo také nalezeno eukalyptolu a kafru. Vzhledem k tomu, ze v této studii
byla destilace provadéna pouze 2 hodiny, zatimco naSe vzorky byly destilovany po dobu 4
hodin, mize pravé doba destilace byt ditvodem, pro¢ jsou tyto slozky zastoupeny v naSich
olejich v nizsi koncentraci. Mnoho organickych slouc¢enin ma totiZ tendenci se rozkladat pfi
stalych vysokych teplotach. Dal§i moznou pfi¢inou je odliSny druh levandule. Relativni

zastoupeni eukalyptolu a kafru v naSich olejich naznacuje, Ze se pravdépodobné jedné o oleje
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ziskané z levandule Iékatské, zatimco v této studii je popisovan olej ziskany z levandule
prostfedni neboli lavandinu. Na druhou stranu borneol a a-terpineol mély ve vSech nasich

vzorcich vyssi zastoupeni. [79]

V nasledujici studii se Ram S. Verma a kol. [80] vénuji sloZeni esencidlniho oleje ziskané¢ho
z kvétenstvi levandule I¢katské (Lavandula angustifolia Mill.), ktera byla péstovana v Indii.
Vzorek pted extrakci nebyl nijak upravovan, jako extrakéni metoda byla zvolena
hydrodestilace v aparatufe typu Clevenger a destilace trvala 3 hodiny. Esencialni olej byl
vysuSen bezvodym siranem sodnym a uchovan pifi 5 °C do nasledné analyzy. Vytéznost
vzorku byla stanovena na 2,8 %. Hlavni slozky ziskané¢ho levandulového oleje byly linalyl
acetat (47,56 %), linalool (28,06 %), lavandulyl acetat (4,34 %), a-terpineol (3,75 %), geranyl
acetat (1,94 %), karyofylen oxid (1,38 %) a eukalyptol (1,14 %). VSechny tyto slozky byly
nalezeny i v naSich esencidlnich olejich. Nejvétsi rozdil ve slozeni pfedstavuje mnoZzstvi
linalyl acetatu, které¢ho jsme v naSich olejich identifikovali podstatné mén¢, a linaloolu,
kterého naSe oleje obsahovaly témét o 10 % vice. Déle kyryofylen oxid byl v olejich
EO1-EO4 ptitomen ve vétsi mife, zatimco u oleje EO5 byl obsah oproti této studii nizsi.

U dalsich slozek nebyl rozdil v relativnim zastoupeni tak vyrazny. [80]

Luu Thai Danh a kol. [81] se ve své praci také vénuji slozeni esencialniho levandulového
oleje, ktery byl ziskany z mletych suSenych kvétd levandule Iékaiské (Lavandula
angustifolia Mill.) hydrodestilaci. Pro hydrodestilaci byla vyuZzita aparatura typu Clevenger,
navazeno bylo 40 g vzorku a odméfeno 500 ml deionizované vody. Ziskany EO byl vysuSen
bezvodym siranem sodnym. Nejvice zastoupenou slozkou byl linalool (52,59 %). Dalsi
slouCeniny zastoupené ve vétSi mife byly linalyl acetat (9,27 %), kafr (8,79 %), borneol
(7,50 %), terpinen-4-ol (2,45 %), f-farnesen (1,83 %), lavandulyl acetat (1,32 %), neryl acetat
(1,21 %) a bornyl acetat (1,11 %). VSechny tyto slozky byly identifikovany v naSich
esencialnich olejich, s vyjimkou bornyl acetdtu. MnozZstvi linalyl acetatu je stejné jako
v naSem piipadé pom&rmé nizké v porovnani s ostatnimi oleji levandule 1ékarské. Vyrazné se
tento olej lisi také v obsahu kafru, ktery je naopak v tomto oleji oproti ostatnim studiim
zabyvajicimi se esencialnimi oleji z levandule 1ékaiské 1 v porovnani s nasimi oleji zastoupen

ve vetsi mite. [81]

V nasledujici studii Giacinto Salvatore Germinara a kol. [82] popisuji esenicdlni olej
ziskany z levandule 1¢katské (Lavandula angustifolia Mill.), kterd byla vypéstovana v Italii.

Esencialni olej byl ziskany z kvétenstvi pomoci hydrodestilace v aparatuie typu Clevenger.
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K destilaci bylo vyuzito 500 g rostlinného materidlu a doba destilace byla 3 hodiny. Ziskany
esencidlni olej byl skladovan pfi teploté 4 °C do nasledné analyzy. V oleji bylo identifikovano
celkem 53 sloucenin, coZz odpovidad 98,3 % celkové plochy pikli. Hlavni identifikovanou
slouceninou byl stejn¢ jako v naSich olejich linalool (23,8 %), kter¢ho ale olej z této studie
obsahuje pfiblizné o 14 % méné nez nds olej EO1, ktery mél znaSich vzorkli nejnizsi
zastoupeni této slouceniny. Dal$i slouceniny zastoupené ve vétsi mife byly eukalyptol
(12,0 %), borneol (10,7 %), terpinen-4-ol (10,0 %), linalyl acetat (6,9 %), trans-f-ocimen
(6,2 %), trans-p-tfarnesen (3,5 %) a kafr (2,8 %). VSechny tyto slouceniny byly nalezeny
ivnaSich vzorcich, vétSina ale ve velmi odliSném relativnim zastoupeni. Podstatné
méné naSe vzorky obsahuji eukalyptolu (2,82-3,01 %), trans-f-ocimenu (0,53-0,67 %)
a trans-f-farnesenu (0,13-0,15 %), také terpinen-4-ol se v relativnim zastoupeni vice
odliSuje — v nasich olejich pouze 2,81-3,04 %. Dale naSe vzorky obsahuji téméf o polovinu
mén¢ borneolu a kafru. Linalyl acetidt se zastoupenim nelisi pfili§ vyrazn€. V porovnani
s dal$imi studiemi, které popisuji slozeni esencialnich oleji z levandule 1¢kaiské, obsahuje ale

olej z této studie i nase vzorky linalyl acetatu podstatné méné. [82]

Z uvedenych studii bylo zjisténo, ze ve vSech esencidlnich olejich z levandule se vyskytuji
témer stejné  slouCeniny, které se ale v kazdém li§i relativnim zastoupenim. Hlavni
slouceninou byl ve vSech ptipadech linalool nasledovany linalyl acetatem a stejné tak tomu
bylo i ve vSech nasich olejich. Vyjimkou je vzorek péstovany v Indii (studie Ram S. Verma
a kol. [80]), u kterého m¢l nejvyssi zastoupeni linalyl acetat. Znatelné odliSnosti vykazuji
jednotlivé oleje v obsahu eukalyptolu. Nejvyssi zastoupeni této slouceniny bylo objeveno
v oleji z lavandinu (studie Mustafa Abdullah Yilmaz [79]). Rostlinné materialy pochézely
pokazdé zriznych klimatickych podminek a také doby jejich sklizné se liSily. Neékteré
materidly byly pred destilaci suSeny, zatimco jiné byly pouzity v Cerstvém stavu. U vSech
oleji byla pro ziskani zvolena hydrodestilace, ktera ale trvala rtizné dlouhou dobu (2—4
hodiny). VSechny tyto faktory mohou mit vliv na sloZeni esencidlniho oleje, stejné€ jako miize
mit vliv druh rostliny. Napftiklad u lavandinu bylo prokdzano vysoké zastoupeni kafru oproti
vétsiné oleji z levandule 1ékaiské. Porovnani nami vydestilovanych esencialnich oleji

s dostupnou literaturou je shrnuto v Tabulce 12.
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Tabulka 12 Porovnani chemického slozeni ziskanych levandulovych olejti s dostupnou literaturou

extrakéni

uprava

pivod , A .
vzorku typ vzorku metoda EO analyza kolona hlavni slozky literatura
linalool (24,6 %), linalyl acetat
(18,0 %), borneol (6,3 %),
.2 Lex a-terpineol (3,1 %), lavandulyl
suSené kveéty . )
P . GC-MS, acetat (3,8 %), karyofylen oxid
Polsko | Lavandula fmgusttfolm hydrodestilace — GC-FID RTX-1MS (5.0 %), cis-linalool oxid (2.5 %), [78]
Mill. . .
trans-linalool oxid (1,6 %),
krypton (2,3 %)
a terpinen-4-ol (2,5 %)
suSeni linalool (43,86 %), linalyl acetat
Cerstvé kvéty . bezvodym i i (9,37 %), eukalyptol (18,47 %),
Turecko Lavandula x intermedia hydrodestilace siranem GC-MS HP-5MS kafr (8,72 %), endo-borneol [79]
sodnym (0,68 %) a a-terpineol (1,28 %)
linalyl acetat (47,56 %), linalool
Serstvé kvetenstyi suSeni (28,06 %), lavandulyl acetat (4,34
. r ge . bezvodym | GC-FID, | PE-5, BP-20, | %), a-terpineol (3,75 %), geranyl
Indie Lavandula c.mgustzfoha hydrodestilace siranem GC-MS Equipty-5 acetat (1,94 %), karyofylen oxid [80]
Mill. ,
sodnym (1,38 %)
a eukalyptol (1,14 %)
linalool (52,59 %), linaly acetat
mleté susené kvéty suSeni (9,27 %), kafr (8,79 %), borneol
(1 Lavandula angustifolia . bezvodym | GC-FID, (7,50 %), terpinen-4-ol (2,45 %),
Australie Mill. hydrodestilace siranem GC-MS HP-5MS [-farnesen (1,83 %), lavandulyl [81]
sodnym acetat (1,32 %), neryl acetat

(1,21 %) a bornyl acetat (1,11 %)
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Tabulka 12 Porovnéani chemického slozeni ziskanych levandulovych olejti s dostupnou literaturou — pokra¢ovani

puvod extrakéni uprava , ;1 .
vzorku typ vzorku metoda EO analyza kolona hlavni slozky literatura
linalool (23,8 %), eukalyptol
‘it , (12,0 %), borneol (10,7 %),
suSeni kvetenstvi HP- terpinen-4-ol (10,0 %), linalyl
Italie Lavandullt\l/I tizlilzgusttfolm hydrodestilace — GC-MS INNOWAX acetdt (6,9 %), trans-f-ocimen [82]
’ (6,2 %), trans-p-farnesen (3,5 %)
a kafr (2,8 %)
linalool (38,6 %), linalyl acetat
suteni (6,6 %), a-terpineol (6,3 %),
hydrodestilace bezvodvm | GC-FID borneol (4,8 %), cis-linalool oxid
Polsko susené kvéty levandule destilovana , Y ’ SLB-5MS (4,2 %), lavandulyl acetat (3,1 %),
siranem | GC-MS 0
voda sodnvm eukalyptol (2,8 %),
y terpinen-4-ol (2,8 %),
trans-linalool oxid (2,5 %),
linalool (41,3 %), linalyl acetat
(6,0 %), borneol (5,1 %),
suSeni a-terpineol (4,5 %), cis-linalool
. Lo hydrodestilace | bezvodym | GC-FID, oxid (4,0 %), terpinen-4-ol
Polsko suSen¢ kvety levandule pH 4,58 siranem GC-MS SLB-SMS (3,0 %), lavandulyl acetat (2,9 %),
sodnym eukalyptol (2,9 %), karyofylen

oxid (2,7 %), trans-linalool oxid
(2,6 %),
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puvod extrakéni uprava , _— .
vzorku typ vzorku metoda EO analyza kolona hlavni slozky literatura
linalool (42,3 %), linalyl acetat
(6,6 %), a-terpineol (4,6 %),
suSeni borneol (5,1 %), cis-linalool oxid
v hydrodestilace | bezvodym | GC-FID, (3,4 %), lavandulyl acetat (3,0 %),
Polsko suSené kvéty levandule pH 3,63 siranem GC-MS SLB-5MS cukalyptol (3,0 %),
sodnym terpinen-4-ol (2,9 %), karyofylen
oxid (2,6 %), trans-linalool oxid
(2,5 %),
linalool (41,5 %), linalyl acetat
(6,4 %), a-terpineol (5,0 %),
suSeni borneol (5,0 %), cis-linalool oxid
.1 hydrodestilace | bezvodym | GC-FID, (3,7 %), lavandulyl acetat (3,0 %),
Polsko suSené kvéty levandule pH 2,59 siranem GC-MS SLB-5MS cukalyptol (2,9 %),
sodnym terpinen-4-ol (2,9 %), karyofylen
oxid (2,4 %), trans-linalool oxid
(2,3 %),
linalool (37,3 %), a-terpineol
(8,1 %), linalyl acetat (6,0 %),
suSeni borneol (4,8 %),
v 1w hydrodestilace | bezvodym | GC-FID, cis-linalool oxid (4,2 %),
Polsko suSen¢ kvety levandule pH 1,64 siranem GC-MS SLB-5MS lavandulyl acetét (3,0 %),
sodnym eukalyptol (2,9 %),
terpinen-4-ol (2,8 %),
trans-linalool oxid (2,5 %)




6.3 Antimikrobialni aktivita vydestilovanych levandulovych oleji

6.3.1 Antimikrobialni aktivita vii¢i gramnegativnim bakteriim

Pfi stanovenim antimikrobialni aktivity vydestilovanych esencidlnich oleji bylo prokazano,
ze u gramnegativnich bakterii vzdy alesponn jeden zoleji inhibuje jejich rust. Jako
nejucinnéjsi se vici gramnegativnim bakteriim projevil olej EOS, ktery inhiboval rtst bakterie
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa a Serratia marcescens v Kapalné fazi pii nejvyssi
testované koncentraci (1024 pg/ml). Druhym nejucinnéjSim olej byl olej EO3, ktery inhiboval
rust dvou testovanych G- bakterii pfi nejvyssi koncentraci v kapalné fazi. Konkrétné se
jednalo o bakterie Escherichia coli a Pseudomonas aeruginosa. Esencialni oleje EO4 a EO1
inhibovaly kaZzdy pouze jedinou bakterii. EO4 inhiboval rlst bakterie Pseudomonas
aeruginosa pii nejvyss$i koncentraci v kapalné fazi a EOI inhiboval bakterii Klebsiella
pneumoniae také pii nejvyssi koncentraci v kapalné fazi. Pokud tedy u oleje byla prokdzana
jista antimikrobidlni aktivita, tak vzdy pouze v nejvyssi koncentraci 1024 pg/ml. Jedinym
olejem, ktery nevykazal Zadnou antimikrobidlni aktivitu byl esencialni olej EO2. U Zadného

z testovanych olejl nebyla prokézana antimikrobidlni aktivita v parni fazi.

6.3.2 Antimikrobialni aktivita vii¢i grampozitivnim bakteriim

U grampozitivnich bakterii Zadny z testovanych oleji neinhiboval rist bakterie Bacillus
subtilis, bakterie byla tedy rezistentni vic€i testovanym vzorkiim. NejucinnéjSimi oleji
z hlediska poctu inhibovanych bakterii byly oleje EO5 a EO3, které oba inhibovaly rist 3
grampozitivnich bakterii (Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus a Enterococcus
faecalis. Oba oleje u bakterie Streptococcus pyogenes prokazaly inhibici pii koncentraci 1024
png/ml. Rozdil mezi t€émito oleji se prokazal u bakterii Staphylococcus aureus a Enterococcus
faecalis. Olej EOS inhiboval rist téchto bakterii v nejvyssi testované koncentraci 1024 pg/ml,
zatimco u oleje EO3 postacila k inhibici poloviéni koncentrace 512 pg/ml. Vzorky EO2
a EOl nedokézaly inhibovat riist Zadné z testovanych grampozitivnich bakterii. VSechny
zminéné inhibice byly pouze v kapalné fazi. Stejné¢ jako u gramnegativnich bakterii

neprokazal Zadny z testovanych vzorkl antimikrobidlni aktivitu v parni fazi.

Hodnoty minimalnich inhibi¢nich koncentraci pro jednotlivé oleje a srovnavaci antibiotikum
ampicilin v parni a kapalné fazi jsou shrnuty v Tabulce 13. Antibiotikum ampicilin prokazalo
inhibici v riznych koncentracich vici testovanym bakteriim také pouze v kapalné fazi., coz je
zpusobeno tim, ze antibiotikum neni tékavéa latka, proto nemohlo inhibovat rist Zadné

bakterie v parni fazi.
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Tabulka 13 Minimalni inhibi¢ni koncentrace [pg/ml] jednotlivych esencidlnich olejl a antibiotika ampicilinu v plynné a kapalné fazi

MIC jednotlivych vzorkii a ampicilinu v plynné a kapalné fazi [ng/ml]

bakterie EO5 EO4 EO3 EO2 EO1 ampicilin
agar | bujon | agar | bujon agar | bujon agar | bujon | agar | bujon agar | bujon
gramnegativni
Escherichia coli >1024 1024 >1024 >1024 >1024 1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >4 4
Pseudomonas aeruginosa >1024 1024  >1024 1024 >1024 1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >4 0,5
Klebsiella pneumoniae >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 1024 >4 >4
Serratia marcescens >1024 1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >4 4
grampozitivni
Staphylococcus aureus >1024 1024 >1024 >1024 >1024 512 >1024 >1024 >1024 >1024 >4 0,25
Enterococcus faecalis >1024 1024 >1024 1024 >1024 512 >1024 >1024 >1024 >1024 >4 0,25
Streptococcus pyogenes >1024 1024  >1024 >1024 >1024 1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >4 1
Bacillus subtilis >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >1024 >4 0,25




6.4 Porovnani antimikrobidlnich vlastnosti ziskanych esencidlnich oleju

s dostupnou literaturou
Svetlana Perovic a kol. [83] ve své praci stanovuji antimikrobidlni aktivitu levandulového
esencialniho oleje bujonovou dilu¢ni metodou. Olej byl ziskany ze susenych kvéta levandule
1ékatské (Lavandula angustifolia Mill.) pomoci hydrodestilace, nasledné¢ byl vysuSen
bezvodym siranem sodnym a uchovam pii 4 °C do dalsi analyzy. Nejvice zastoupené slozky
byly linalool (24,84 %), linalyl acetat (22,39 %), eukalyptol (18,13 %) a kafr (12,88 %). Pro
stanoveni antimikrobialni aktivity byly vybrany nasledujici patogenni bakterie: Escherichia
coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Salmonella enteritidis ATCC 13076, Listeria monocytogenes ATCC 19111, Proteus mirabilis
ATCC 25933, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus faecalis ATCC 19433
a kvasinka Candida albicans ATCC 10231. Pro bakterie byl vyuZit Mueller-Hinton bujon, pro
kvasinku Sabouraud Dextrose bujon. Esencialni olej byl testovany v koncentracich 71, 35, 14,
7; 3,5 a 1,4 pg/ml. Mikrobialni nartst byl odecten po 24hodinové kultivaci pti 37 °C pro
bakterie a pro C. albicans po 48 hodinach pifi 26 °C. Minimalni inhibi¢ni koncentrace byla
mikroorganismt byl rast inhibovan pii koncentraci 1,4 pg/ml (Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Proteus mirabilis a Salmonella enteritidis).
Pro inhibici mikroorganism FEnterococcus faecalis a Candida albicans byla potieba
koncentrace 14 pg/ml. Nejvyssi testovana koncentrace byla potieba na inhibici rastu Bacillus
subtilis a Pseudomonas aeruginosa. U naSich oleji byla inhibice rlistu testovana na 5
shodnych bakteriich s touto studii (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis,
Pseudomonas aeruginosa a Enterococcus faecalis). Zatimco levandulovy olej z této studie
inhiboval u E. coli rlst jiz pfi nejnizsi testované koncentraci, u naSich vzorkd, které
vykazovaly inhibici vici této bakterii (EO5 a EO3) byla zapotfebi nejvyssi testovana
koncentrace. Nejvyssi testovand koncentrace v pfipadé obou experimentii inhibovala rlst
bakterie Pseudomonas aeruginosa, v naSem experimentu byla ale hodnota nejvyssi testované
koncentrace vyrazné vyssi. Bakterie Bacillus subtilis byla odolna vi¢i vS§em nasim vzorktim,
zatimco olej popsany v této studii prokazal inhibici vii¢i této bakterii v nejvyssi koncentraci.
Staphylococcus aureus byl inhibovan olejem z této studie pii koncentraci 1,4 pg/ml, naSe
oleje (EOS5 a EO3) vykazaly také jistou inhibici vici této bakterii, ovSem opét ve vyssi
koncentraci (1024 pg/ml respektive 512 pg/ml). 1 u bakterie Enterococcus faecalis byly
hodnoty MIC dosti vyrazné. NaSe oleje EO5 a EO4 inhibovaly rust této bakterie pfti
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koncentraci 1024 ng/ml, respektive olej EO3 pii koncentraci 512 pg/ml, zatimco u oleje

testovaného v této studii stacila k inhibici koncentrace 14 pg/ml. [83]

Testovani antimikrobidlni aktivity levandulového oleje zaznamenali ve svém c¢lanku Dallas
Rohraff a Rodericko Morgan [84], kteii testovali antimikrobidlni aktivitu agarovou
diskovou difuzni metodou na bakteriich E. coli a S. aureus. Pro testovani byl sterilni papirovy
disk napustén 5 ul oleje a kultivace probihala pti 37 °C 18-24 hodin. Po kultivaci byly
zméfeny zony znacici antimikrobidlni aktivitu — pro S. aureus 13 mm a E. coli 8§ mm. [84]
Ob¢ tyto bakterie byly vyuzity i v naSem experimentu, diskova difuzni metoda je ale pouze

metoda screeningova, tudiz vysledky nelze porovnat se ziskanymi hodnotami MIC.

Milo§ Nikoli¢ a kol. [85] se ve své studii také vénuji stanoveni antimikrobidlni aktivity
esencialniho oleje z levandule lékatské. Hlavni slouceniny testovaného oleje byly linalool
(40,3 %), borneol (13,1 %) a linalyl acetat (11,4 %). Stanoveni bylo provedeno bujonovou
mikrodiluéni metodou v mikrotitraénich desti¢kach a k testovani byly zvolena nasledujici
gramnegativni a grampozitivni bakterie — Streptococcus pyogenes IBR S004, Streptococcus
mutans IBR S001, Lactobacillus acidophilus IBR L001, Streptococcus salivarius IBR S006,
Streptococcus sanguinis IBR S002, Enterococcus feacalis 1IBR EO001, Pseudomonas
aeruginosa IBR P00l a Staphylococcus aureus ATCC 25923. Testovany levandulovy olej
vykazoval antimikrobidlni aktivitu vii¢i vSem testovanym mikroorganismliim, ale u kazdého
byl rlst bakterii inhibovan pfi jiné koncentraci. Nejvyssi koncentrace (2333,33 pug/ml) byla
potieba pro inhibici ristu bakterie Pseudomonas aeruginosa, a naopak nejnizs$i (160,00
pug/ml) pro bakterii Streptococcus sanguinis. Pii naSem testovani antimikrobialni aktivity byly
vyuzity 4 bakterie shodné s touto studii (Enterococcus feacalis, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus a Streptococcus pyogenes). Inhibice riistu bakterie Pseudomonas
aeruginosa byla v naSem experimentu prokazéana u 3 oleji (EO4, EO4 a EO3) v kapalné fazi
v nejvyssi koncentraci (1024 pg/ml) a stejné tak v této studii byl rast této bakterie inhibovan
pfi nejvysSi testované koncentraci (2333,33 pg/ml). Hodnoty nejvysSich testovanych
koncentraci se ale v kazdém experimentu liSily, v pfipadé€ nasSich oleji stacila k inhibici riistu
niz$i koncentrace. Niz§i hodnota MIC byla stanovena u naSich oleji EO5 a EO3 pro bakterii
Staphylococcus aureus. V této studii byla k inhibici potteba koncentrace 1150 pg/ml a naSe
oleje inhibovaly riist této bakterie pfi koncentracich 1024 pg/ml, respektive 512 pg/ml.
U bakterie Streptococcus pyogenes dosSlo k inhibici testovanym olejem pii koncentraci
1208,33 pg/ml, nase oleje EOS a EO3 prokazaly inhibici pfi koncentraci 1024 pg/ml, rozdil
v hodnotach MIC tedy neni u této bakterie tak vyrazny. V této studii byla k inhibici bakterie
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Enterococcus feacalis potfeba koncentrace testovaného oleje 608,33 pg/ml, kterd se pfiilis

nelisi od koncentrace, pfi které rust této bakterie inhiboval nas olej EO3 (512 pg/ml). [85]

Hodnoty minimélnich inhibi¢nich koncentraci oleji popisovanych ve zminénych studiich
ataké nami vydestilovanych esencialnich oleji jsou pro lepsi prehlednost shrnuty

v Tabulce 14.

Tabulka 14 Shrnuti hodnot MIC [pg/ml] pro oleje z jednotlivych studii vii¢i vybranym
testovanym bakteriim

bakteric MIC1 [pg/ml] | MIC2 [pg/ml] MIC3 [pg/ml]
[83] [85] naSe vzorky
Escherichia coli 1.4 - 1024
Staphylococcus aureus 1,4 1150 1024 (EOS), 512 (EO3)
Bacillus subtilis 71 — >1024
Pseudomonas aeruginosa 71 2333,33 1024
Enterococcus feacalis 14 608,33 1024 (EOS, EO4), 512 (EO3)
Streptococcus pyogenes - 1208,33 1024

Eukalyptol a kafr patii mezi slouceniny, u kterych jsou popisovany vyrazné antimikrobidlni
aktivity. Dale byla také prokazana antimikrobidlni aktivita borneolu. Antimikrobialni aktivita
levandulového esencialniho oleje je dusledkem synergickych ucinkli téchto sloucenin
s dal$imi komponenty v oleji. [86] Esencidlni olej popsany v prvni zminéné studii (Svetlana
Perovic a kol. [83]) ma podstatné¢ vys§i zastoupeni eukalyptolu a kafru neZ nami
vydestilované oleje. Ve studii, kterou provedl Milo§ Nikoli¢ a kol. [85], je popisovan olej
s vyrazné vysS$im zastoupenim borneolu, v porovnani s naSimi levandulovymi oleji. Praveé
rozdilné relativni zastoupeni téchto sloucenin muize byt jednim z divodi, pro¢ oleje
vykazovaly proti stejnym bakteriim inhibi¢ni U¢inky pfiriznych koncentracich. Anna
Herman a kol. [87] ve své studii stanovuji antimikrobidlni Gi€inky ¢istych esencialnich oleji a
nasledné stejnych oleji po pfidavku linaloolu. Testované oleje mély po ptidavku linaloolu
vys$si antimikrobidlni aktivitu, z ¢ehoz lze usoudit, Ze i linalool ma vyznamné antimikrobialni
ucinky. Linalool byl nejvice zastoupenou slouceninou ve vSech naSich olejich i v olejich
z obou zminénych studii. V dalsi studii se Domenico Trombetta a kol. [88] zam¢fili na
testovani antimikrobidlni aktivity 3 monoterpenoidil, konkrétn¢ se jednalo o linalyl acetat,

menthol a thymol. Z téchto sloucenin nase oleje obsahovaly pouze linalyl acetat. V obsahu
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linalyl acetatu se oleje popisované ve zminénych studiich (Svetlana Perovic a kol. [83],
Milo$ Nikoli¢ a kol. [85]) a naSe vzorky také pomérné vyrazné liSily. Nejvyssi zastoupeni
linalyl acetatu bylo prokazano v oleji z prvni zminéné studie (Svetlana Perovic a kol. [83])
Z této skuteCnosti je mozné usoudit, ze také linalyl acetdt ma jisty vliv na antimikrobidlni

aktivitu esencialnich olejt.

Faktory ovliviiujici antimikrobidlni aktivitu esencidlnich olejl jsou piedevsim slozeni daného
esencialniho oleje, funkcni skupiny pfitomné v aktivnich slozkach a jejich synergické
interakce. Mechanismus antimikrobialniho uc¢inku se 1isi podle typu esencialniho oleje a také
podle kmene zvoleného mikroorganismu. Je znamo, ze grampozitivni bakterie jsou citlivéjsi
na ucinky esencialnich olejii nez bakterie gramnegativni. Toto miize byt pficitano skutec¢nosti,
ze gramnegativni bakterie maji bunécnou sténu, kterd ma pevnou strukturu a je bohata na

vvvvvv

hydrofobnich sloucenin. Buné¢na sténa je navic u gramnegativnich bakterii prekryta vnéjsi
membranou. Tato membrana u grampozitivnich bakterii chybi, u téchto bakterii je bunééna
sténa tvofena silnou sténu peptidoglykanu, kterda neni dostate¢né hustd na to, aby odolavala
malym antimikrobidlnim molekuldm. [89] Toto tvrzeni potvrdil i ndmi provedeny experiment.
U gramnegativnich bakterii dokézaly testované vzorky inhibovat rhst bakterii pouze
v nejvyssi testované koncentraci (1024 pg/ml), zatimco u grampozitivnich bakterii 2
testované vzorky prokazaly inhibici pii polovicni koncentraci 512 pg/ml. Dale l1ze toto tvrzeni
potvrdit také podle ucinkd srovndvaciho antibiotika vici testovanym bakteriim, které
u grampozitivnich bakterii inhibovalo jejich riist v niz§ich koncentracich nez u bakterii

gramnegativnich.

Je obtizné¢ porovndvat ziskané udaje s literarnimi zdroji, protoze v kazdé studii pochazi
rostlinny materidl zjinych klimatickych podminek a pro izolaci oleji mohou byt zvoleny
rizné metody. Oba tyto faktory maji vliv na sloZeni ziskaného esencidlniho oleje a tim i na
jeho antimikrobidlni aktivitu. Déle pro testovani antimikrobidlni aktivity je moZzné vyuZzit

rizné metody a také riizné kmeny bakterii.
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7 ZAVER

Néplni této prace bylo provést v teoretické cCasti literarni reSer§i zaméfenou na vyrobu
a vlastnosti esencidlnich oleja, dale na vyuziti extrakénich technik a plynové chromatografie
pro analyzu tékavych latek v esencialnich olejich. V experimentalni ¢asti bylo cilem provéfit
vliv pH vody pfi hydrodestilaci levandulového oleje na kvalitu vysledného produktu. Celkem
bylo zkoumano 5 levandulovych oleji ziskanych hydrodestilaci pfi riznych hodnotach pH
vody. Ve vsech olejich byly nejvice zastoupenou skupinou latek monoterpenoidy. Z této
skupiny nejvétsi Cast tvorily alkoholy, které byly nasledovany estery. Hodnota pH vody
nem¢la vliv na pocet identifikovanych sloucenin v jednotlivych olejich, ve vSech olejich jich
bylo identifikovano celkem 70. Hodnota pH méla vliv na relativni zastoupeni slozek.
U nékterych sloucenin byly rozdily v relativnim zastoupeni v jednotlivych olejich méné
znatelné, zatimco u nékterych byl rozdil vyrazngjsi. Konkrétni slouceniny, které¢ se svymi

obsahy vyraznéji liSily v jednotlivych esencidlnich olejich, byly linalool, a-terpineol

Vv

cvwr

Vv

Obsah linaloolu a a-terpineolu ma mezi sebou jistou souvislost. Linalool se pfi hydrodestilaci
transformuje na a-terpineol. V oleji, ve kterém bylo zjiSténo nejvétsi relativni zastoupeni
obsahem linalolu mél nejvyssi zastoupeni a-terpineolu ze vSech ziskanych oleji. Nejnizsi
mnozstvi linaloolu a nejvy$$i mnozstvi a-terpineolu bylo zjiSténo v oleji destilovaném pfii

nejniz§im pH vody.

Pii porovnani chemického slozeni ziskanych esencialnich oleji s literarnimi zdroji bylo
zjisténo, Ze oleje obsahuji pfevazné stejné slouceniny, které se ale v jednotlivych olejich lisi
relativnim zastoupenim. Veskeré porovnavané oleje byly ziskany hydrodestilaci, ktera ale
v kazdém pfipadé trvala jinak dlouhou dobu. Vzorky pochazely zriznych klimatickych
podminek, doby jejich sklizné byly rozdilné a vzorky byly také pted destilaci upravovany
riznymi zpusoby. VSechny tyto faktory mohou mit vliv prdvé na sloZeni ziskané¢ho

esencialniho oleje.

V dal$i c¢asti diplomové prace byla testovana antimikrobidlni aktivita vydestilovanych

esencidlnich oleji. Pro testovani byla zvolena bujonovd mikrodilucni volatilizacni metoda
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a testovani bylo provedeno na gramnegativnich — Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens 1 grampozitivnich bakteriich — Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis, Streptococcus pyogenes a Bacillus subtilis. VSechny testované
oleje dokazaly inhibovat rust alesponn jedné gramnegativni bakterie, s vyjimkou oleje EO2,
ktery na testovanych koncentracich neinhiboval rlst zadné z testovanych bakterii.
Nejucinngjsim olejem vi¢i G~ bakteriim byl olej EOS5, ktery inhiboval rist 3 bakterii
(Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa a Serratia marcescens). Druhym nejucinnéjSim
olej byl olej EO3, ktery inhiboval rist dvou testovanych G~ bakterii (Escherichia coli
a Pseudomonas aeruginosa). Esencidlni oleje EO1 a EO4 prokazaly antimikrobialni aktivitu
kazdy vici jedné bakterii. EO1 inhibovat rist bakterie Klebsiella pneumoniae a olej EO4
Pseudomonas aeruginosa. VSechny zminéné inhibice byly v kapalné fazi pii nejvyssi
testované koncentraci. V parni fdzi Zadny zoleji nevykazoval vi¢i G~ bakteriim

antimikrobialni aktivitu.

U grampozitivnich bakterii projevily antimikrobialni aktivitu pouze 3 testované oleje (EOS,
EO4 a E03). Zadny z testovanych olejii nedokazala inhibovat riist bakterie Bacillus subtilis.
Esencialni olej EO4 inhiboval rast pouze bakterie Enterococcus faecalis a to pii nejvyssi
testované koncentraci. Oleje EO5 a EO3 prokazaly oba inhibici vii¢i 3 grampozitivnim
bakteriim (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis a Streptococcus pyogenes).
U bakterie Streptococcus pyogenes inhibovaly oba vzorky rust pii stejné koncentraci. Rozdil
mezi témito oleji se projevil u bakterii Enterococcus faecalis a Staphylococcus aureus. Olej
EOS inhiboval riist obou téchto bakterii pfi nejvyssi testované koncentraci, zatimco olej EO3
pfi koncentraci polovi¢ni. VSechny inhibice byly 1 u grampozitivnich bakterii pouze v kapalné

fazi, zadny ze vzorkl neprojevil antimikrobidlni aktivitu v parni fazi.
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